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“Fale a sua verdade mansa e calmamente, e ouça os outros, mesmo os insensatos e 
ignorantes, eles também têm sua própria história.” 




A tuberculose, é uma doença infecciosa que geralmente afeta os pulmões e é causada pelo 
bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Sua complexidade, duração do tratamento e o 
surgimento de cepas resistentes e multirresistentes, destacam a importância dos estudos 
sobre os mecanismos de resistência da bactéria, alvos para o desenvolvimento de novos 
medicamentos e inibidores de crescimento e infecção mais eficazes. Transportadores do tipo 
ABC (do inglês ATP-Binding Cassette) apresentam papel fundamental durante a infecção pois, 
estão relacionados aos mecanismos de aquisição de nutrientes (importadores) como também 
à extrusão de drogas (exportadores ou bombas de efluxo). O transportador ABC Rv1747 de 
Mtb não tem função conhecida, mas sua presença é requerida para o crescimento da bactéria 
in vivo. Estudos prévios sugerem seu papel na reciclagem de compostos hidrofóbicos, como 
drogas e lipídios. Adicionalmente, sua estrutura apresenta dois domínios do tipo Forkhead-
Associated (FHA-1 e FHA-2), fosforilados pela proteína PknF, uma serina/treonina quinase, 
possível reguladora da atividade do transportador. Neste contexto, esta pesquisa teve como 
objetivo caracterizar estruturalmente o transportador ABC Rv1747, especificamente, a sua 
interação com a proteína PknF (cPknF) e avaliar os possíveis efeitos estruturais e funcionais  
da fosforilação nos domínios FHA. Nesse sentido, produzimos o domínio FHA e três mutantes 
fosfomiméticos (FHA_T152E, e FHA_T210E e FHA_T152E/T210E) e o domínio catalítico de 
PknF (cPknF) na forma solúvel e estável. As alterações estruturais induzidas no domínio FHA 
como consequência da emulação da fosforilação, bem como da mistura FHA-cPknF, foram 
avaliadas por modelagem molecular, docking molecular, dicroísmo circular (CD), fluorimetria 
de varredura diferencial (DFS), fluorêscencia intrínseca de triptofanos, espalhamento de raios-
X a baixo ângulo (SAXS), cristalografia de raios-X e calorimetria de titulação isotérmica (ITC). 
Os resultados mostraram que os mutantes fosfomiméticos não sofrem alterações no 
conteúdo de estrutura secundária, mas diminuição (quenching) da fluorescência intrínseca 
dos triptofanos, similarmente ao que ocorreu com cPknF fosforilada (cPknF*). Tais alterações 
foram corroboradas pelas medidas de SAXS, que evidenciaram compactação do domínio FHA 
nos estados fosfomiméticos, tanto nos mutantes quanto na presença de cPknF*. As mutações 
nos domínios FHA também afetaram a afinidade pela cPknF, a qual exibiu maior afinidade pelo 
domínio selvagem (Kd = 0,4 µM) e menor pelo duplo mutante FHA_T152E/T210E (Kd = 9,4 µM). 
Finalmente, foi possível determinar a estrutura tridimensional de cPknF em complexo com o 
 
 
inibidor de quinases humanas IKK16 a 2.6 Å de resolução, a qual é caracterizada por 
arquitetura e topologia das quinases do tipo Hanks com os lobos amino (N) e carboxi (C) 
terminais, entre os quais forma-se a  fenda que contém o sítio ativo. As análises de docking 
molecular com o ATP e a estrutura com o inibidor mostraram conservação em relação às 
outras quinases. O conjunto dos resultados permitiu-nos estabelecer um modelo para a 
ativação do transportador pela quinase. Neste modelo, cPknF* teria como primeiro alvo a 
T152 próxima ao domínio FHA-1, desencadeando alterações estruturais que levariam à 
aproximação dos domínios FHA-1 e FHA-2 e, consequente fosforilação da T210. As mudanças 
conformacionais nos domínios FHA teriam como consequência, alterações nas ATPases, 
permeases e ativação do transportador. A estrutura da quinase e sua relevância na ativação 
do transportador abre perspectivas muito interessantes para o estudo destas proteínas como 
























Tuberculosis is an infectious disease that usually affects the lungs and is caused by the bacillus 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Its complexity, duration of treatment and the emergence 
of resistant and multiresistant strains, highlight the importance of studies on the bacteria's 
resistance mechanisms, targets for the development of new drugs and more effective growth 
and infection inhibitors. ATP-Binding Cassette (ABC) transporters play a fundamental role 
during infection because they are related to the mechanisms of nutrient acquisition 
(importers) as well as to the extrusion of drugs (exporters or efflux pumps). The ABC Rv1747 
transporter from Mtb has no known function, but its presence is required for the growth of 
the bacteria in vivo. Previous studies suggest its role in recycling hydrophobic compounds, 
such as drugs and lipids. Additionally, its structure presents two Forkhead-Associated domains 
(FHA-1 and FHA-2), phosphorylated by the protein PknF, a serine/threonine kinase, a possible 
regulator of the activity of the transporter. In this context, this research aimed to structurally 
characterize the ABC transporter Rv1747, specifically, its interaction with the PknF protein and 
to evaluate the possible structural and functional effects of phosphorylation in the FHA 
domains. In this sense, we produced the FHA domain and three phosphomimetic mutants 
(FHA_T152E, and FHA_T210E and FHA_T152E / T210E) and the catalytic PknF domain (cPknF) 
in soluble and stable form. The structural changes induced in the FHA domain as a 
consequence of the emulation of phosphorylation, as well as the FHA-cPknF mixture, were 
evaluated by molecular modeling, molecular docking, circular dichroism (CD), differential 
scanning fluorimetry (DFS), intrinsic tryptophan fluoroscopy, scattering of X-rays at low angle 
(SAXS), X-ray crystallography and isothermal titration calorimetry (ITC). The results showed 
that the phosphomimetic mutants do not undergo changes in the content of secondary 
structure but decrease (quenching) of the intrinsic fluorescence of tryptophan, similarly to 
what occurred with phosphorylated cPknF (cPknF *). Such changes were corroborated by the 
SAXS measurements, which showed compaction of the FHA domain in phosphomimetic states 
and an increase in stiffness, both in the mutants and in the presence of cPknF*. Mutations in 
the FHA domains also affected the affinity for cPknF, which exhibited greater affinity for the 
wild domain (Kd = 0.4 µM) and lower for the double mutant FHA_T152E / T210E (Kd = 9.4 µM). 
Finally, it was possible to determine the three-dimensional structure of cPknF in complex with 
the human kinase inhibitor IKK16 at 2.6 Å resolution, which is characterized by the 
architecture and topology of Hanks-type kinases with the amino (N) and carboxy (C) lobe 
 
 
termini, including the cleft that contains the active site. The molecular docking analyzes with 
ATP and the structure with the inhibitor showed conservation in relation to other kinases. The 
set of results allowed us to establish a model for the activation of the transporter by the 
kinase. In this model, cPknF* would first target T152 close to the FHA-1 domain, triggering 
structural changes that would lead to the approximation of the FHA-1 domains of FHA-2 and, 
consequently, phosphorylation of T210. Conformational changes in the FHA domains would 
result in changes in ATPases, permeases and transporter activation. The structure of the 
kinase and its relevance in the activation of the transporter opens very interesting 
perspectives for the study of these proteins as targets for the development of inhibitors and 
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1. INTRODUÇÃO  
 
1.1 Mycobacterium tuberculosis (Mtb) e a tuberculose (TB) 
 A TB é uma doença infecciosa que normalmente afeta os pulmões e é causada 
principalmente pelo bacilo Mtb 1.  Atualmente é uma das 10 principais causas de mortalidade 
no mundo, sendo a principal entre as doenças infeciosas2–4. Seus  agentes etiológicos são as 
bactérias do complexo M. tuberculosis (MTBC) que envolve espécies muito bem adaptadas 
em humanos e animais: Mtb, M. africanum, M. bovis, M. mungi, M. pinnipedii, M. microti, M. 
caprae, M. suricattae, M. orygis e M. canettii. Embora apresentem diferentes hospedeiros e 
morfologias, compartilham 99% de homologia no seu genoma e evidências de um 
antepassado comum na África5,6. São bacilos amplos ou curvos de 3 a 5 μm de comprimento 
com muitos grânulos citoplasmáticos, que apresentam resistência a corantes comuns e 
descoloração com uma mistura álcool-ácido. Podem ser aeróbicos e/ou micro-aeróbicos, de 
crescimento lento ou rápido, com alto conteúdo de AG no seu DNA (62 – 70%) e grande 
riqueza de lipídeos (20 – 60%)7,8. 
Mtb é um patógeno intracelular, que atinge o trato respiratório e estabelece-se nos 
alvéolos, onde provoca o quadro clínico mais comum, a TB pulmonar. Ali, desencadeia uma 
resposta imune precoce, onde os macrófagos residentes fagocitam a bactéria mas não a 
eliminam completamente. Este processo provoca uma resposta imune local que culmina com 
a chegada de muitas outras células imunológicas, entre elas células dendríticas y neutrófilos 
residentes, levando à formação de uma estrutura caraterística: o granuloma (figura 1). Nessas 
estruturas, o bacilo pode se manter por décadas até sua reativação 4,5,9,10.  Apesar de uma 
proporção considerável de indivíduos infectados com Mbt serem competentes para eliminar 
o patógeno e desenvolver granulomas estéreis, a bactéria possui mecanismos de evasão da 
resposta imune que permitem sua latência no granuloma em quase 90% dos infectados 11,12. 
 As manifestações clínicas da TB são de desenvolvimento subagudo ou crônico e 
incluem febre, suores noturnos, perda de peso e mal-estar geral. A TB de origem pulmonar 
apresenta sinais clínicos respiratórios como tosse e expectoração prolongada, às vezes com 
presença de sangue (hemoptise), com ou sem dor no peito e dificuldade em respirar. Por outro 
lado, a TB extrapulmonar apresenta sinais semelhantes aos da pulmonar: febre, suores 
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noturnos, perda de peso, diminuição do apetite, entre outros; acompanhados de uma ampla 
gama de manifestações clínicas, dependendo do órgão afetado 3,13. 
 
 
Figura 1. Ciclo de transmissão e patogênese da tuberculose pulmonar. O ciclo começa com a liberação de gotas de saliva 
contendo o bacilo a partir de um indivíduo com tuberculose ativa, chegando aos pulmões de um indivíduo saudável. O alvo 
inicial da infecção são os macrófagos alveolares, onde a bactéria se multiplica e se espalha para outras áreas do pulmão. O 
recrutamento e a infecção de novos macrófagos formam o granuloma, cuja maturação ocorre com a chegada de outras 
células do sistema imunológico. Nessas estruturas, a bactéria pode permanecer latente por anos sem causar uma doença 
ativa. Porém, em determinadas circunstâncias os macrófagos granulomatosos sofrem necrose, formando um núcleo 
necrótico que possibilita a replicação extracelular da bactéria, causando infecção ativa e reiniciando o ciclo de transmissão. 
Retirado de Cambier e colaboradoresl. 14.  
 
Relacionado ao tratamento, a Organização Mundial da Saúde (OMS) recomenda o uso 
dos medicamentos antimicrobianos de primeira linha: isoniazida, rifampicina, pirazinamida e 
etambutol. A isoniazida atua como um bactericida forte capaz de inibir a síntese de ácidos 
micólicos necessários para estruturar a membrana das micobactérias 15. A rifampicina, por sua 
vez, inibe a ação da RNA polimerase, suprimindo a formação de cadeias de RNA. No caso da 
pirazinamida e do etambutol, seu mecanismo de ação não foi totalmente descrito, embora se 
presuma que eles agem como bactericida e bacteriostático, respectivamente. Da mesma 
forma, uma segunda linha de medicamentos desenvolvidos foi organizada pela OMS em 
quatro grupos, com base na eficácia, experiência de uso, segurança e classe de medicamentos. 
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Grupo A: Fluoroquinolonas (Levofloxacina, Moxifloxacina, Gatifloxacina), Grupo B: 
Medicamentos injetáveis de segunda linha (Amicacina, Capreomicina, Kanamicina, 
Estreptomicina), Grupo C: Outros medicamentos de segunda linha (Etionamida, Protionamida, 
Cicloserina) e Grupo D: medicamentos que pode ser adicionados (isoniazida em altas doses, 
bedaquilina, amoxicilina-clavulanato)16. 
 Embora a maioria dos casos de TB sejam tratáveis e curáveis em sua forma sensível 
pelo uso controlado de medicamentos de primeira linha, existem casos causados por bactérias 
resistentes a eles. Nesse sentido, duas formas da doença foram amplamente descritas: TB 
multirresistente (TB-MDR) causada por bacilos resistentes a pelo menos a isoniazida e 
rifampicina, os dois medicamentos mais poderosos contra a tuberculose; e a TB ultra 
resistente (XDR-TB), na qual, além da resistência à isoniazida e à rifampicina, é descrita a 
resistência às fluoroquinolonas e pelo menos um dos três medicamentos injetáveis de 
segunda linha16. Neste contexto, as limitações da OMS na erradicação da TB (a complexidade, 
a duração do tratamento e o surgimento de cepas resistentes e multirresistentes) são fatores 
que exigem estudos visando melhorar o conhecimento dos mecanismos de adaptação da 
bactéria, bem como dos mecanismos de resistência, para o desenvolvimento de novos 
medicamentos e inibidores mais eficazes2,17.  
 
1.2 Fosforilacão de proteínas em Mtb 
A fosforilação reversível de proteínas é o principal mecanismo celular pelo qual os 
sinais do ambiente são transmitidos até o interior das células para serem traduzidos em 
respostas, tanto nos procariontes quanto nos eucariotos. 18,19. Nestes últimos, esses tipos de 
modificações pós-transduccionais desempenham um papel crucial na maioria dos processos 
celulares20. Tipicamente, a fosforilação ativa o substrato para realizar uma atividade específica 
ou localização celular e/ou transferir o grupo fosfato para um efetor subsequente iniciando 
uma cascata de reações de resposta ao sinal. A reação inversa deixa as proteínas efetoras no 
seu estado inicial, prontas para iniciar um novo evento de sinalização. Dessa maneira, 
quinases e fosfatases funcionam como switches moleculares, modulando vias específicas de 
transdução de sinal 21. 
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Apesar da enorme importância dos processos de sinalização mediados pela 
fosforilação em diferentes organismos, sabe-se pouco sobre como esse processo induz 
mudanças conformacionais em seus substratos e sobre as conseqüências funcionais de tais 
modificações na fisiologia das células procarióticas 18,20. A análise do fosfoproteoma de 
Corynebacterium glutamicum, um actinomiceto próximo a Mtb, revelou que a maioria das 
proteínas fosforiladas identificadas fazem parte de vias metabólicas centrais como glicólise, 
ciclo tricarboxílico (TCA) e metabolismo de ácidos graxos, além, chaperonas e componentes 
da maquinaria da síntese protéica foram fosforilados, evidenciando o papel central da 
fosforilação em sua fisiologia 22.  
Neste sentido, parte do sucesso de Mtb como patógeno humano, reside em sua 
enorme capacidade de se adaptar ao ambiente dinâmico e hostil do hospedeiro. Nesta 
bactéria, a rede de sinalização consiste em 12 pares pertencentes ao sistema de dois 
componentes, 11 proteínas quinases serina/treonina eucariótica-like (STPKs por suas siglas 
em inglês), a tirosina quinase PtkA e 3 fosfatases 23,24. Cada um desses sistemas fornece um 
meio para expressão gênica adaptativa e regulação de processos metabólicos em resposta a 
estímulos externos, bem como interrupção das vias das células hospedeiras. Desta forma, foi 
estabelecido que as proteínas quinases e fosfatases de Mtb desempenham um papel central 
na regulação de suas vias fisiológicas, bem como na divisão, formação de parede celular e 
patogênese bacteriana. 23,24. 
Em geral, sistemas de dois componentes são sistemas de sinalização celular 
encontrados em bactérias, microorganismos eucarióticos e plantas. Esses sistemas consistem 
em um sensor de histidina quinase e seu regulador de resposta associado 19. A ativação do 
sistema envolve a percepção de um sinal interno ou externo pelo sensor de histidina-quinase, 
que resulta em sua autofosforilação num resíduo conservado de histidina, seguido pela 
fosfotransferência para um resíduo de aspartato no domínio N-terminal do regulador de 
resposta, alterando assim, as propriedades do domínio de ligação ao DNA  C-terminal. A 
ativação do regulador de resposta regula a expressão subsequente de genes envolvidos em 
processos vitais como: quimiotaxia, regulação da osmolaridade, esporulação, potencial redox 
e nas bactérias patogênicas produção de fatores de virulência 25,26 .  
Por sua vez, as chamadas tirosina-quinases bacterianas (BY- por suas siglas em inglês) 
são responsáveis pela maioria das fosforilações bacterianas de tirosinas conhecidas. As BY são 
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uma família de proteínas que pertencem à superfamília de proteínas tirosina quinase 
encontradas nas bactérias, conhecida como superfamília PPTK (proteínas procariotas de 
tirosina quinase). As outras duas famílias são as PPTKs do tipo Hanks e uma família de PPTKs 
estranhas 27. As análises bioinformáticas não permitiram a identificação de membros das BY 
quinases tradicionais em Mtb, o que poderia significar que a fosforilação de tirosinas poderia 
ser realizada por uma nova família de tirosina quinases nesse patógeno 24. No entanto, Bach 
et al., determinaram que a proteína codificada pelo gene rv2232, que foi renomeada PtkA, 
autofosforila-se em um resíduo de tirosina e é capaz de fosforilar uma das duas fosfatases 
secretadas por Mtb, a proteína PtpA 28. 
Embora inicialmente pensava-se que as STPKs eram únicas para os organismos 
eucarióticos, atualmente sabe-se que estas proteínas são tão prevalentes quanto suas 
contrapartes histidinas quinases. Da mesma maneira, foi demonstrado que ambos os sistemas 
podem convergir nas mesmas vias de sinalização, tanto em eucariotos quanto em procariotos 
27. Esse sistema de sinalização emergiu como um importante mecanismo sensor ambiental nas 
bactérias, pois pode não apenas alterar a função biológica das proteínas, mas também 
aumentar sua capacidade de associação com outras proteínas por meio de interações 
dependentes da fosforilação 29. Em Mtb é central à fisiologia e patogênese da bactéria, fato 
apoiado tanto pelo grande número de quinases desse tipo identificadas em seu genoma, 
quanto pelas centenas de substratos que participam de todos os processos biológicos da 
bactéria 30.  
 
1.3 Proteínas quinases serina/treonina similates às eucarióticas (STPK) em Mtb  
Nos eucariotos, as STPKs e tirosina quinases são altamente abundantes. O genoma 
humano por exemplo, codifica mais de 500 dessas proteínas e estima-se que dois terços das 
proteínas humanas sejam modificadas por fosforilação, geralmente em múltiplos locais. No 
caso de Mtb, o número de proteínas fosforiladas é desconhecido; no entanto, em 2010 Prisic 
et al., identificaram quase 500 sítios de fosforilação em cerca de 300 proteínas diferentes 
envolvidas em todos os aspectos da sua fisiologia, com predominância da fosforilação de 
treoninas sobre a fosforilação de tirosinas 30,31. 
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Além dos 12 pares do sistema regulador de resposta do tipo histidina quinase, o 
genoma de Mtb codifica um número equivalente de STPKs (nomeados de PknA a PknL, 
excetuando PknC) que desempenham papéis essenciais no crescimento, metabolismo, 
virulência, persistência e reativação, sinalizando processos dentro da célula bacteriana 22,32. A 
retenção desses genes dentro do genoma de Mtb sugere um papel importante na transmissão 
e patogênese, apoiado por análises proteômicas que indicam que pelo menos 8 membros 
dessa família são expressos durante a infecção33.  
As STPKs catalisam a fosforilação de proteínas transferindo um grupo fosfato da 
posição γ do ATP para o grupo hidroxila na cadeia lateral de resíduos de serina e/ou treonina 
na proteína substrato. Sabe-se que essas enzimas compartilham de forma altamente 
conservada a estrutura catalítica e a maquinaria do sitio ativo 34. Das 11 STPKs de Mtb, 9 
funcionam como receptores quinases, que possuem um domínio sensor extracelular e um 
domínio quinase intracelular, indicando que essas proteínas são responsáveis pela transdução 
de sinais externos. As 2 quinases restantes são citoplasmáticas e possuem domínios sensoriais 
que detectam alterações dentro da célula  (figura 2) 30,35 . 
 
 
Figura 2. Similaridade de sequência das STPK de Mtb em relação a PknF e arquitetura de domínios. Mtb tem 11 STPKs, 9 
das quais funcionam como receptores do tipo quinase que se ancoram à membrana através de uma hélice transmembrana 
(representada em amarelo) e apresentam um domínio sensor extracelular (representado em branco), além do domínio 
quinase citoplasmático ( em verde). As duas proteínas restantes (PknK e PknG) são citoplasmáticas exclusivamente. Observe-




A comparação de sequências das STPK de Mtb com suas homólogas eucarióticas 
mostra baixa identidade de sequência; no entanto, nelas também podem ser identificados os 
12 subdomínios descritos por Hanks e Hunter, dando-lhes a designação de “Like-eucatótico" 
30,35. Seu domínio catalítico quinase é tipicamente organizado nesses subdomínios, que se 
enovelam em um núcleo catalítico de dois lóbulos, com o sitio catalítico no meio de uma fenda 
profunda entre os dois (vide figura 3). A conservação estrutural do domínio entre as diferentes 
quinases é notável e é mantida nos diferentes reinos 21. Vários autores sugerem a conservação 
de um mecanismo de ativação que envolve a fosforilação da alça de ativação (loop de 
ativação) dessas proteínas em resíduos de treoninas, tirosinas e serinas 34.  
 
 
Figura 3. Elementos estruturais do domínio quinase de PknB de Mtb. A. Estrutura cristalina do domínio catalítico de PknB 
com uma molécula de ATP (PDB: 1MRU). Observa-se o folding característico deste tipo de proteínas, consistindo em uma 
arquitetura bilobada (lobos N e C terminais), com o sítio ativo no meio de uma fenda profunda entre os lobos. Os motivos 
estruturais e funcionais mais relevantes deste tipo de proteína estão indicados com setas. α-Helices são mostrados em rosa, 
as folhas β estão em amarelo, a molécula de ATP é mostrada em vermelho e cinza, e íons Mg+2 são mostrados como esferas 
verdes. (B) Sequência de aminoácidos do domínio quinase de PknB. Os resíduos dos extremos amino y carboxiterminal são 
coloridos em azul e preto, respectivamente. Os motivos conservados e indicados em A são mostrados com colchetes. Os 
resíduos invariantes são indicados por asteriscos, e o resíduos de Tyr fosforilados nos loops de ativação e P+1 estão 





Embora tenha surgido recentemente um grande conjunto de evidências ligando as 
STPKs de Mtb ao controle da divisão e infecção celular. Apenas PknA e PknB foram relatadas 
como essenciais para a sobrevivência da bactéria 32,37. Foi demonstrado que PknA e PknB 
regulam o crescimento e a morfologia de Mtb através da fosforilação de proteínas da divisão 
e alongamento, como Wag31, FtsZ e EF-Tu, bem como foram implicadas na resposta de Mtb 
ao estresse oxidativo 24,38–40. A PknB tem sido amplamente envolvida na regulação do 
tamanho das células através da síntese de peptidoglicano e arabinano 24. Além disso, em um 
experimento de co-localização, a localização de PknA e PknB foi observada exclusivamente 
nos pólos e septo, juntamente com PknL. Por outro lado, PknD, PnkE e PknH estavam mais 
distribuídas ao longo da membrana e no plano médio da célula, enquanto PknJ estava 
localizada de maneira mais discreta no plano médio de uma pequena porcentagem de células, 
de forma a estabelecer-se, em alguns casos, uma relação entre a distribuição das proteínas e 
a função das mesmas. Essa convergência de proteínas nos pólos e nos septos celulares sugere 
que a sinalização Ser/Thr desempenha um papel particularmente importante nesses locais 
24,33.  
Da mesma forma, foi demonstrado que a proteína InhA é fosforilada in vitro pelas 
quinases PknA, PknB, PknE e PknL, sugerindo que esta enzima crucial da biossíntese de ácidos 
micólicos e alvo da droga de primeira linha, Isoniazida, poderia ser regulada em Mtb por vários 
sinais extracelulares através de sua fosforilação por STPKs 41. Similarmente, cada uma das 
enzimas do complexo de ácidos graxos sintase que catalisa as várias etapas de alongamento 
na síntese de ácidos micólicos é fosforilada por várias STPKs (principalmente PknA, PknB, 
PknD, PknE, PknF, PknH e PknL), permitindo a regulação da síntese desta importante molécula 
em resposta a ambientes de crescimento variável 24. Além disso, as STPKs têm um papel 
aparente na síntese do peptidoglicano que pode ter implicações na sensibilidade da bactéria 
aos inibidores desses processos. Um exemplo deste mecanismo é encontrado em Listeria 
monocytogenes, onde a inibição da STPK nos domínios PASTA da PrkA, aumenta a 
sensibilidade da bactéria a β-lactâmicos 42. 
Também foi demonstrado que PknH de Mtb regula as reações de reticulação do 
peptidoglicano para aumentar sua quantidade durante a infecção, promovendo rigidez da 
parede celular e sobrevivência do bacilo sob condições de estresse 24. A deleção do gene pknH 
em Mtb resultou em aumento da resistência do mutante ao pH ácido, hipóxia e estresse de 
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fase oxidativa e estacionária in vitro e aumento da sobrevivência durante a infecção 
persistente em camundongos. No entanto, testes em efetores imunológicos do hospedeiro 
sugeriram uma função imunomoduladora da PknH durante a infecção aguda em 
camundongos. Por sua vez, PknG é expressa por bactérias atenuadas ou patogênicas de Mtb, 
mas não por espécies não patogênicas, e seu papel na persistência de Mtb dentro de 
macrófagos é conhecido, presumindo-se que seja pela inibição da etapa crítica de fusão do 
fagossomo-lisossomo, como mostrado para M. bovis e M. smegmatis em cultura de 
macrófagos e modelos de camundongos. PknG, PknI e PknK também foram implicadas na 
virulência e persistência de Mtb, apesar de seus substratos não serem conhecidos no 
hospedeiro, com exceção dos substratos de PknG24,43.  
Vários substratos foram identificados para as STPKs de Mtb que participam de 
mecanismos diversos e altamente importantes na fisiologia da bactéria. A proteína GarA, por 
exemplo, uma das 6 proteínas de Mtb com presença de domínios FHA, funciona como 
regulador do ciclo do ácido TCA e a fosforilação do extremo N-terminal do seu domínio FHA 
por PknG ou PknB, promove a inibição da proteína e libera a repressão da glutamato 
desidrogenase, alfa-ketoglutarato descarboxilase e uma subunidade da glutamina sintetase, 
as três principais enzimas do TCA, o que se traduz na prevenção da síntese do glutamato e 
diminuição da inibição do ciclo TCA. PknD, PknE e PknF, também demonstraram fosforilar 
GarA 29,44,45. A chaperona GroEl1 é outra proteína de interesse que demonstrou ser fosforilada 
pelas STPKs de Mtb (PknA, PknB, , PknD, PknE, PknF, PknH e PknL). Sua expressão foi 
aumentada durante choque térmico, estresse oxidativo e infecção de macrófagos e existem 
vários estudos que relatam sua participação na resposta imune ao Mtb 46. Além disso, alguns 
outros substratos das STPKs que tem sido identificados possuem função de transporte 
(MmpL7 e Rv1747), sinalização (PtpA, PtkA), transcrição de genes (EmbR, Rv0681), resposta 
ao estresse oxidativo e osmótico (OprA, L13), entre outras 47–54. Tudo isso mostra a enorme 
complexidade e importância da regulação mediada por essas proteínas em Mtb, o que as 
torna o principal alvo de inibição no desenvolvimento de novas formas terapêuticas no 






1.4 Domínio FHA e proteínas com domínios FHA em Mtb  
Os domínios FHA (ForkHead Associated) são domínios de reconhecimento modular 
com alta especificidade para fosfo-treoninas (pThr) que participam de processos celulares 
importantes como crescimento, divisão, diferenciação, apoptose, transcrição, reparo de DNA 
e degradação de proteínas  18,55. Foram identificados em mais de 2000 proteínas, tanto 
eucarióticas quanto procarióticas, sendo 500 delas bacterianas, onde algumas participam da 
injeção de proteínas virais nas células hospedeiras, transporte através da membrana e divisão 
celular. Estão presentes em muitas proteínas reguladoras, quinases, fosfatases e fatores de 
transcrição 55,56 .  
São organizados em um enovelamento característico e altamente conservado, 
denominado β-sanduíche, consistindo em duas folhas beta, uma com seis fitas e a outra com 
cinco. São caracterizados por apresentar 5 resíduos conservados em mais de 65% de todos os 
membros conhecidos da família, sendo 4 necessários para a interação com a proteína, 
localizados no extremo apical da folha beta de 5 fitas 55,57. Esses resíduos definem duas regiões 
(pockets) na superfície apical que reconhecem a pThr e um resíduo conservado na posição 
pThr + 3. As alças de ligação das fitas β3- β4 e β4-β5 definem os locais de interação a pThr, 
onde dois aminoácidos conservados (Arg70 e Ser85, por exemplo na proteína Rad53) 
fornecem contatos críticos com o fosfoepítopo. Além disso, uma rede de pontes de hidrogênio 
envolvendo resíduos não conservados estabiliza essa interação. A segunda região de 
reconhecimento é definida pelas alças entre as fitas β6-β7 e β10-β11 do domínio. Os resíduos 
que compõem a região do pThr + 3 não são conservados, o que permite que esses tipos de 
domínios apresentem especificidades de sequência diferentes 58. Como regra geral, o principal 
determinante da especificidade é a identidade da posição +3 da pThr. Dois grupos principais 
foram identificados, mostrando preferências para pTXXD ou pTXX (onde X pode ser I/V ou L). 
No entanto, demandas mais complexas foram identificadas recentemente em relação a esses 
locais de ligação, variando de afinidade para a posição N-terminal do sitio de fosfo-treonina, 
ligação a múltiplos locais fosforilados, ligação a uma superfície estendida e, mais 
recentemente, interações independentes de fosforilação 59.  
Os domínios FHA mediam interações proteína-proteína dependentes da fosforilação 
reversível de muitas proteínas reguladoras eucarióticas envolvidas na resposta a danos no 
DNA, crescimento e regulação do ciclo celular. Além disso, vários estudos estruturais 
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mostraram que além de mediar as interações proteína-proteína, eles também permitem o 
reconhecimento intramolecular que favorece a oligomerização de moléculas, a formação de 
complexos e várias mudanças estruturais nas proteínas que as contêm. Em Rad53 de 
Sacharomyces cerevisiae  e Chk2 humana  por exemplo, os domínios FHA são essenciais para 
a oligomerização dependente da fosforilação e a dimerização de ambas as proteínas. 
Atualmente, mais de 50 estruturas tridimensionais desses domínios estão disponíveis 29,56.  
Até o momento, FHA é o único domínio de ligação à fosfoproteínas que reconhece 
especificamente resíduos pThr, distinguindo-os de fosfoserinas e fosfotirosinas. Embora 
alguns autores tenham proposto que o domínio FHA de Rad53 seja capaz de reconhecer 
seqüências de fosfotirosina 60 e alguns domínios FHA em eucariotos principais poderiam 
funcionar como módulos de sinalização de dupla especificidade, através do reconhecimento 
de sequências contendo fosfotreonina e fosfotirosina, é indiscutível a alta especificidade e 
seletividade do domínio FHA para peptídeos que contêm resíduos de pThr 56,61. Em Mtb, é 
interessante conhecer os papéis que esse tipo de domínio pode assumir pois o bacilo parece 
ter uma sofisticada rede de sinalização mediada por quinases semelhantes às dos eucariotos, 
consistindo de 11 STPKs, uma fosfatase e 6 proteínas que possuem domínios FHA: Rv0019c, 
Rv0020c, Rv1747, EmbR, Rv1827 e Rv3360, sendo Rv1747 o único que apresenta dois deles. 
Destes, em pelo menos 5 foi relatada sua participação no controle mediado por STPKs de 
importantes processos celulares, como síntese da parede celular, divisão celular e 
metabolismo central 29,62. 
O gene rv0019c por exemplo, codifica a proteína FhaB, que foi prevista como 
participante de eventos de sinalização celular e com funções relacionadas à divisão, 
crescimento e resposta ao estresse oxidativo. Demonstrou-se fosforilada por PknB in vitro. 
Além disso, foi visto que essa proteína (também chamada FipA) interage com as proteínas 
codificadas pelos genes do cluster da divisão e da parede celular (dcw por suas siglas em inglês 
Division Cell Wall), FtsZ e FtsQ. A fosforilação de FhaB e FtsZ por PknA nos resíduos T77 e T343, 
respectivamente, é necessária para a divisão celular sob estresse oxidativo. O mutante do 
gene fhaB de M. smegmatis é mais sensível ao estresse oxidativo em comparação com a cepa 
silvestre, além de mostrar alongamento celular devido a defeitos na formação do septo 63. 
O gene rv0020c por sua vez, codifica a proteína FhaA cuja deleção em M. smegmatis 
causa o acúmulo de precursores do peptidoglicano nos polos celulares e no septo, de uma 
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maneira até então desconhecida. Cepas mutantes de M. smegmatis mostraram um fenótipo 
celular mais curto, talvez devido a defeitos relacionados ao alongamento celular e/ou síntese 
da parede celular. Esse fato tem atribuído à FhaA um papel na síntese de peptidoglicano e na 
manutenção e integridade do envelope celular, funções que podem ser reguladas pela 
fosforilação, uma vez que esta proteína é um substrato da quinase PknB 44,64.   
Em vez disso, EmbR funciona como um regulador da transcrição de genes envolvidos 
na síntese de metabólitos secundários. Alguns estudos o vinculam à regulação da transcrição 
do operon embCAB e à resistência ao etambutol. Em Mtb, as proteínas EmbABC são todas 
arabinosiltransferases, mas com funções biológicas segregadas. A ativação de EmbR após a 
fosforilação pela PknH induz a transcrição do operon embCAB, e como esses genes participam 
da síntese de arabinomananas, essa cascata de sinalização pode controlar a via de Lipoarabino 
manano (LAM) e Lipomanano (LM). O LAM é um importante determinante da virulência, pois 
suprime o sistema imunológico do hospedeiro, enquanto o LM é um poderoso fator indutor 
pró-inflamatório. Portanto, o par PknH-EmbR, provavelmente desempenha um papel 
importante na imunopatogênese. O EmbR é ainda fosforilado por PknA e PknB e é 
desfosforilado pela fosfatase PstP. Diferentes resultados sugerem um mecanismo de 
sinalização de relevância fisiológica mediado pela fosforilação, envolvendo 
PknH/EmbR/EmbCAB na modulação da síntese de arabinomanano 22,65–67.  
Como dito anteriormente, a proteína GarA, codificada pelo gene rv1827, funciona 
como regulador do ciclo do TCA e sua fosforilação por PknG ou PknB, previne a síntese do 
glutamato e diminuição da inibição do ciclo TCA. GarA também é fosforilada pelas quinasas 
PknD e PknE 44. O gene rv3360 codifica uma proteína hipotética ainda não caracterizada.  
Finalmente, o gene rv1747 codifica para um transportador ABC putativo, que embora 
não se mostre essencial para o crescimento in vitro da bactéria, foi relacionado ao transporte 
de algum componente da parede celular. Além disso, está relacionado à sua virulência, uma 
vez que sua deleção causa atenuação do crescimento em macrófagos derivados da medula 
óssea e de células dendríticas. Foi sugerido que a fosforilação dessa proteína em seus 
domínios FHA regula positivamente sua função de transporte, um fato até então 
desconhecido em transportadores ABC 68.   
É evidente que os domínios FHA representam importantes módulos de sinalização 
intracelular dependentes da fosforilação, que podem ser importantes para o controle de 
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várias funções, como o ciclo celular. Pesquisas futuras visam estabelecer seus ligantes 
fisiológicos, determinar os mecanismos pelos quais essas interações contribuem para a 
regulação da função celular e análises estruturais de complexos fisiológicos envolvendo esse 
tipo de domínio 43. Até o momento,  as estruturas tridimensionais de todas as proteínas que 
contêm os domínios FHA de Mtb foram resolvidas, com exceção do transportador ABC 
Rv1747, para o qual só foram resolvidas as estruturas do seus domínios FHA, e a proteína 
Rv3360 que não foi estudada ainda 69. 
 
1.5 Transportadores ABC em Mtb e o sistema PknF-Rv1747 
 Os transportadores ABC são uma das maiores superfamílias de proteínas presentes em 
todos os domínios da vida. Constituem proteínas integrais de membrana que mediante a 
hidrólise de ATP transportam uma ampla variedade de substratos através da membrana 
celular 70,71. Dependendo da direção do transporte, são classificados em dois grandes grupos: 
Importadores (se o substrato entra na célula) e Exportadores (se o substrato é colocado para 
fora da célula) 70. Apresentam dois domínios transmembranas (TMDs), altamente 
hidrofóbicos, formados de 6 a 20 hélices, os quais compõem o canal de translocação, e dois 
domínios citoplasmáticos de ligação a nucleotídeos (NBDs) ou ATPases, que fornecem energia 
para o transporte. Finalmente, exclusivo de importadores, existe a proteína ligadora 
periplasmática (SBP, Substrate Binding Protein) responsável pela captura do substrato e 
entrega no transportador (Figura 4) 70,72,73.  
Segundo o sítio Transport Data Bank (http://www.membranetransport.org/ 
transportDB2/index.html), são descritos 129 componentes de transportadores do tipo ABC 
em Mtb, sendo 48 de exportadores e 81 de importadores, envolvidos no transporte de 
diferentes substratos como peptídeos, macrolídeos, aminoácidos, lipídeos do envoltório 






Figura 4. Organização estrutural dos transportadores ABC. A. Representação dos domínios de transportadores do tipo ABC 
(exportadores e importadores). As regiões coloridas em verde e vermelho corresponden ao domínio TMD, as ATPasas estão 
representadas em azul e amarelho e nos importadores, a SBP aparece em cor azul claro.  B. Destaque das regiões conservadas 
nos domínios ligadores de nucleotídeos. No alinhamento estão indicados os motivos correspondentes à regiões conservadas 
dos transportadores ABC: Os motivos Walker A, Walker B, Signature ABC e os Loops Q, D e H 76 Retirado de Linton, K (2007)  
73. 
 
  Nesse trabalho, focamos no transportador ABC Rv1747 codificado pelo gene rv1747. 
Embora ainda não se conheça o seu substrato, estudos publicados previamente sugerem sua 
participação na translocação de componentes da parede celular bacteriana, possivelmente, 
lipo-oligosacarídeos ou PIMs (Phosphatidyl-myo-inositol-manossides), e extrusão de 
antibióticos. Estudos de viabilidade mostraram que, apesar do transportador não ser essencial 
para o crescimento da bactéria in vitro, sua ausência, diminui significativamente o crescimento 
de Mtb em ensaios in vivo em macrófagos e células dendríticas derivados de medula óssea e 
camundongos infectados 77–79. Rv1747 se destaca da arquitetura caraterística de um 
exportador ABC, uma vez que além dos domínios TMs e NBDs previamente descritos, expõe 
dois domínios citoplasmáticos do tipo FHA (FHA-1 e FHA-2) conectados aos NBDs (Figura 5). A 
função desses domínios estaria relacionada ao reconhecimento de fosfopeptídeos e a 
mediação de interações proteína-proteína do transportador, como já descritas com a proteína 
quinase PknF e a proteína do estresse universal (USP) Rv2623, todas  dependentes de 
fosforilação 50,68,74,79.  
Além de observar que a atenuação do crescimento mediada pela deleção de rv1747 é 
específica para o ambiente hospedeiro-patógeno e que o transportador é crítico para o 
crescimento em macrófagos e camundongos, Spivey e colaboradores mostraram que a 
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atenuação do crescimento de Mtb em macrófagos e  é dependente da fosforilação de Rv 1747 
77. Os autores trabalharam com uma cepa portadora de mutações pontuais nas T152 e T210, 
presentes nos domínios FHA, que evitaram a fosforilação do transportador, e mostraram um 
fenótipo intermediário entre a cepa mutante e a selvagem, confirmando que a fosforilação 
desses resíduos regula positivamente a função do transportador. Por outro lado, a deleção de 
pknF mostrada no mesmo trabalho, não causou alterações significativas no crescimento do 
mutante em macrófagos quando comparada à cepa selvagem, indicando que outra quinase 
poderia atuar na fosforilação dos domínios em Rv1747 77.   
 
Figura 5. Representação esquemática do arranjo das proteínas analisadas neste estudo na membrana de Mtb:  Rv1747 e 
PknF. Rv1747 exibe a arquitetura característica de um exportador ABC com os domínios transmembrana (TMD) em azul e os 
domínios de ligação de nucleotídeos, NBD, em laranja claro. Além disso, os dois domínios reguladores FHA desta proteína são 
mostrados em laranja escuro, uma característica única dentro desta superfamília de proteínas. As moléculas propostas como 
substratos de Rv1747 são mostradas em preto, azul e roxo.  Próximo ao transportador está a STPK PknF com seus diferentes 
domínios estruturais descritos anteriormente (domínio extracelular em cinza claro, hélice transmembrana em amarelo e o 
domínio catalítico citoplasmático em verde). A interação do transportador com a PknF e sua subsequente fosforilação nos 






Num modelo de injeção intravenosa de Mtb selvagem e cepa portadora de mutação 
em rv1747, em camundongos, além da atenuação do crescimento, foi observada uma carga 
bacteriana 10 vezes menor que a da cepa silvestre nos pulmões e no baço dos animais 
injetados com a cepa mutante 78. O crescimento in vitro por outro lado, foi o mesmo em ambas 
as linhagens. Entre os resultados notórios do trabalho, está a evidência de que a interação do 
transportador com PknF parece ser fosfodependente. Adicionalmente, a interação também 
foi abolida após mutações em PknF nos resíduos Lys41 (sítio ativo) e Thr173 (loop de ativação), 
e reduzida 3 vezes quando os resíduos mutados foram as treoninas 175 e 178 78. Mutações de 
resíduos conservados nos domínios FHA de Rv1747 também reduziram severamente a 
fosforilação do transportador por PknF, indicando que a fosforilação do transportador envolve 
ambos os domínios 50.  
A estrutura tridimensional dos domínios FHA de Rv1747 mostrou que o domínio FHA-
2 é circularmente permutado, menos estável e mais dinâmico que o canônico FHA-1; e que o 
transportador possui um módulo regulador organizado, onde os dois domínios FHA (FHA-1 e 
FHA-2) são estruturalmente independentes, ligados por uma região não enovelada (Linker). A 
fosforilação dos resíduos Thr152 e Thr210, pela quinase PknF, permitem a ocorrência de 
interações intra e intermoleculares no domínio FHA, por meio do reconhecimento desses 
fosfoepítopos 80. Adicionalmente, Heinkel e colaboradores mostraram que o transportador 
Rv1747 sofre separação de fase reversível após a fosforilação por diferentes STPKs de Mtb, 
incluindo PknF. De acordo com a hipótese proposta pelos autores, essa separação de fases 
resulta da oligomerização dos domínios reguladores FHA-1 e FHA-2, permitindo o 
agrupamento do transportador na membrana, de forma  dependente da fosforilação 81.  
No caso de PknF, esta quinase fosforila proteínas com participação em vários processos 
celulares de grande importância fisiológica, como divisão celular (HupB, ParB), síntese de 
arabino (EmbR e EmbR2), síntese de ácidos micólicos (FabD, FabH, KasA , KasB, HadAB/BC, 
InhA, PcaA), síntese do peptidoglicano (FhaA), ciclo TCA (GarA), ciclo da metionina (SahH), 
sinalização (PtkA), chaperona (GroE1) e transporte (Rv1747) 24. Além disso, está envolvida na 
regulação do transporte de um componente da parede celular em Mtb, uma vez que a cepa 
mutante do gene pknF mostrou superexpressão dos genes do operon iniBAC, os quais são 
induzidos pela isoniazida, etambutol e uma ampla gama de inibidores da biossíntese da 
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parede celular. Apesar disso, a análise da morfologia da parede celular do mutante pknF não 
mostrou diferenças em relação à cepa selvagem 68.  
PknF também foi envolvida na regulação do crescimento, forma celular e transporte 
de glicose em M. smegmatis, uma vez que cepas que expressaram aumentados níveis de PknF 
mostraram efeitos marcantes no crescimento, morfologia e localização do septo. 
Adicionalmente, uma cepa de Mtb expressando níveis reduzidos de PknF, mostrou rápido 
crescimento e morfologia celular deformada em comparação com a cepa silvestre, bem como 
um aumento significativo na captação de D-glicose, mas não de glicerol, leucina ou ácido 
oleico 82. A mobilidade deslizante e a formação do biofilme são processos que também 
demonstraram ser afetados pela PknF 83.    
O presente trabalho teve como objetivos caracterizar os componentes estruturais do 
transportador Rv1747, determinar a estrutura do domínio quinase de PknF (doravante cPknF), 
estudar as alterações estruturais do transportador ABC mediadas pela emulação da 

















2. OBJETIVO DO PROJETO 
❖ Caracterizar estruturalmente o transportador ABC Rv1747 de Mtb e suas mudanças 
conformacionais, mediadas  pela fosforilação dos domínios FHA pela quinase PknF.  
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
✓ Caracterizar os diferentes domínios do transportador Rv1747 por meio de análises de 
bioinformática, modelagem molecular e técnicas biofísicas;  
✓ Clonagem, expressão e purificação do transportador Rv1747 completo e/ou dos 
domínios estruturais FHA (FHA-1+FHA-2), NBDs (ATPases) e TMD (Permease); 
✓ Caracterização biofísica e resolução da estrutura tridimensional por cristalografia de 
raios X do domínio citoplasmático de PknF (cPknF); 
✓ Caracterização dos estados conformacionais do domínio FHA e mutantes (miméticos 
de diferentes estados de fosforilação) por Small Angle X-Scattering (SAXS); 
✓ Caracterização da interação e seus efeitos entre cPknF e os domínios FHA selvagem e 

















3.1  Análises de bioinformática 
   A etapa inicial do projeto foi a análise in silico das proteínas estudadas, o transportador 
Rv1747 e a quinase PknF. As sequências de nucleotídeos e aminoácidos foram obtidas no 
banco de dados Tuberculist 84. As análises de bioinformática tiveram como objetivos a 
caracterização de domínios e parâmetros estruturais, para sua utilização como base na 
definição das estratégias de clonagem, expressão, purificação, cristalização e caracterização 
das proteínas e/ou domínios. Primeiramente, para a determinação de ortólogos, conservação 
evolutiva e caracterização de domínios, as sequências de aminoácidos das proteínas foram 
submetidas ao BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 85  versus banco de dados não 
redundante (nr) e banco de dados de proteínas (PDB – Protein Data Bank) 86. Em seguida foram 
usados os softwares e ferramentas: ExPASy (Bioformatics Resources Portal) para a estimativa 
do ponto isoelétrico e do coeficiente de extinção molar 87. Uniprot (Universal Protein 
Resource) para conhecer a informação disponível do transportador e da quinase 88; MEGA 
V.6.0 89 e Clustal W2 90 para alinhamentos multiplex e identificação de regiões e motivos de 
interesse; SnapGene 91 para avaliar as diferentes estratégias de clonagem in sílico ; TOPCONS 
92 e TMHMM 93 para predição das regiões transmembranas; SignalP 4.1 Server 94 com a 
finalidade de determinar a presença ou não de peptídeo sinal; SMART (Simple Modular 
Architecture Research Tool) 95 para conhecer a arquitetura por domínios das proteínas. Os 
modelos das estruturas terciárias do transportador completo sem domínios FHA e da PknF 
foram feitos com os programas MODELLER e I-Tasser, respectivamente 96,97. Como molde para 
a modelagem molecular do transportador Rv1747, sem os domínios FHA, foram usadas as 
coordenadas estruturais do transportador humano de esterol ABCG5/ABCG8 (PDB 5DO7). No 
caso do domínio FHA (caracterizado como FHA-1 + FHA-2), as próprias estruturas dos 
domínios FHA-1 (PDB 6CCD) e FHA-2 (PDB 6CAH) disponíveis no banco de dados de proteínas, 
foram submetidas ao programa RANCH para adição da alça de interligação (linker). Todos os 
modelos das estruturas terciárias e as estruturas resolvidas, foram visualizados, analisados e 





3.2 Amplificação, clonagem e sub-clonagem dos genes e fragmentos de interesse 
As regiões gênicas correspondentes aos domínios FHA, ATPase e permease no gene rv1747 
e do domínio quinase de PknF no gene rv1746, foram amplificadas mediante reação em cadeia 
da polimerase (PCR) a partir do DNA genômico da cepa H37Rv de Mtb, gentilmente fornecido 
pela professora Dra. Ana Marcia de Sá Guimarães do Laboratório de pesquisa aplicada à 
Micobactérias (LaPam). As regiões de interesse foram amplificadas com oligonucleotídeos 
sentido e antisentido desenhados a partir das sequências gênicas disponibilizadas no KEGG2, 
do Instituto Central de Bioinformática para investigação em Química da Universidade de Kyoto 
(www.genome.jp). Às sequências foram adicionadas sítios de restrição para subclonagem em 
vários vetores de expressão, conforme estratégia utilizada para cada região genética (figura 
6). Todos os oligonucleotídeos, enzimas de restrição e plasmídeos usados neste trabalho estão 
apresentados na tabela 1.  As condiões da amplificação por PCR encontran-se descritas na 
tabela 2.  
Os produtos das reações de PCR foram visualizados por eletroforese em géis de agarose 
1% com Gel Red (Biotium - USA) e fotodocumentor UVP. As bandas correspondentes às 
regiões de interesse foram purificadas do gel de agarose com o kit de purificação de produtos 
de PCR a partir do gel (Qiagem) de acordo com as orientações do fabricante. Em seguida, foi 
realizada a digestão enzimática do vetor de clonagem pGEM T-easy (Promega) e os insertos 
obtidos na PCR com as enzimas de restrição correspondentes de acordo com a tabela 2, 
seguindo as diretrizes do fabricante das enzimas FastDigest (Thermo Scientific ). A reação de 
ligação por sua vez, foi realizada de acordo com as condições especificadas no manual do 
fabricante do vetor pGEM T-easy a 4°C overnight. Células Dh5α eletrocompetentes foram 
transformadas com 3 µl da mistura de ligação anterior de acordo com os protocolos de 
sambrook e colaboradores (2001) 99. As colônias crescentes durante 20 horas em placas de 
meio LB (Luria Bertani) contendo ampicilina e que apresentaram coloração branca foram 
analisadas por PCR de colônia. As colônias positivas foram cultivadas em 5 ml de caldo LB + 
ampicilina. O pellet celular destas culturas foi submetido à extração do plasmídeo com kit de 
extração de DNA plasmidial de Qiagem de acordo com as instruções do produtor. Após 
avaliação dos plasmídeos recombinantes por análise de restrição, uma alíquota deles foi 











Figura 6. Arquitetura de domínios de Rv1747. A. Distribuição das estruturas secundárias de Rv1747 e sua disposição no 
espaço tridimensional. A proteína completa e seus domínios individuais (Permease, Atpasa e FHAs) foram clonados nos vários 
vetores de expressão, de acordo com a tabela  1. B. Sequência de aminoácidos de Rv1747 que delimita os vários domínios da 
proteína. As regiões ciano e azul correspondem aos domínios FHA-1 e FHA-2 respectivamente, em vermelho a ATPase ou 
domínio de ligação ao nucleotídeo (NBD), em verde o domínio Permease e em amarelo destacam-se as duas treoninas 
amplamente descritas como fosforiladas por PknF (T152 e T210), as quais foram mutadas na construção de FHA selvagem 
por resíduos de ácido aspártico para emular vários estados de fosforilação do domínio. Neste estudo foram feitas 4 
construções de FHA selvagem (FHA_wt) contendo os domínios FHA-1 e FHA-2 juntos,  as quais abrangiam respectivamente 
os aminoácidos 1-310, 9-310, 1-300 e 9-300; duas do domínio ATPase (aminoácidos 1-530 e 1-561) e uma da Permease 
(aminoácidos 601-820).  
 
Depois da digestão dos vetores de expressão e do plasmídeo pGEM T-easy contendo 
os fragmentos de interesse, o inserto liberado e o vetor de expressão foram incubados em 
uma razão molar de 5: 1 inserto: vetor, com 5U da enzima T4 DNA ligase (Thermo Scientific) 
no tampão da enzima em uma mistura de reação de 10 ul a 16°C overnight. Os próximos 
passos foram a transformação de células Dh5α eletrocompetentes, purificação e análise 
destes plasmídeos recombinantes por PCR de colônia e análise de restrição como acima 
descrito. Por fim, todos os clones obtidos foram sequenciados no Centro de Estudos de 
Genoma Humano da Universidade de São Paulo. 
As tentativas de clonar e expressar o transportador Rv1747 na sua forma completa 
foram realizadas no OPPF (Oxford Protein Production Facility, Research Complex, Oxford, 
Inglaterra) pelo nosso grupo (resultados não apresentados (Tabela 1 e ANEXO A2). 




Os dados gerais da expressão e solubilidade das diferentes construções de Rv1747 e cPknF 
são apresentados no ANEXO (Tabela A2). 
 
Tabela 1. Oligonucleotídeos e vetores de expressão usados para as diferentes construções a partir 
NA: Não se aplica, pois as clonagens foram feitas no Oxford Protein Production Facility (OPPF) Inglaterra, pela 
Profa. Dra. Andrea Balan. 
 
 
Gene/domínio Vetor Enzimas Primers 
Rv1747_FULL pOPINE_N-GFP NA  NA 
Rv1747_FULL pOPINE_C-GFP NA NA 
Rv1747_FULL pOPIN_N-His NA NA 
Rv1747_FULL pOPIN_C-His NA NA 
Rv1747_FULL pKLC NA NA 
Rv1747_FULL pWALDO_GFPd NA NA 
Rv1747_FULL pDD_GFP2 NA NA 
Rv1747_FHA_WT pET28a NdeI e HindIII F:GATACAGCATATGCCGATGAGCCAAC 
R:CAGAAGCTTCAGGCGAAGACGAG 
Rv1747_FHA_WT pOP3BP NcoI e HindIII F: ATATACCATGGGAGTGCCGATGAGCCAACCAG 
R: ATATGAAGCTTTCAGTTCTCTTCACGGCGCG 
Rv1747_FHA1-300 pOP3BP NcoI e HindIII F: ATATACCATGGGAGTGCCGATGAGCCAACCAG 
R: ATATAAAGCTTTCAGGCGAAGACGAGGTC 
Rv1747_FHA9-310 pOP3BP NcoI e HindIII F: ATATACCATGGGACCGCCCGTGTTGACC 
R: ATATGAAGCTTTCAGTTCTCTTCACGGCGCG 
Rv1747_FHA9-300 pOP3BP NcoI e HindIII F: ATATACCATGGGACCGCCCGTGTTGACC 
R: ATATAAAGCTTTCAGGCGAAGACGAGGTC 
Rv1747_ATPASE  pET28a NdeI e HindIII F:GATACAGCATATGCCGATGAGCCAAC 
R:CAAAGCTTTCACTTGCCGCCG 
Rv1747_ ATPASE1-559 pOP3BP NcoI e HindIII F: ATATACCATGGGAGTGCCGATGAGCCAACCAG 
R: ATATAAAGCTTTCAGTCGTCGGCGACGGTGCTGAA 
Rv1747_ ATPASE1-559 pOP3GST NcoI e HindIII F: ATATACCATGGGAGTGCCGATGAGCCAACCAG 
R: ATATAAAGCTTTCAGTCGTCGGCGACGGTGCTGAA 
Rv1747_PERMEASE pET28a /pKLC NdeI e BamHI F: ATATACATATGATCGCGCGGCGACAGT 
R: ATATAGGATCCCTAGCACGCCTTGAGGCGAA 





Tabela 2. Condições da PCR para amplificação dos fragmentos de interesse dos genes rv1746 e 
 rv1747. 
 
3.3 Obtenção do domínio FHA de Rv1747 e mutantes fosfo-miméticos 
  A construção codificando para o  domínio FHA selvagem (wt, sem mutação) foi obtida 
como descrita anteriormente. Mutações sítio-dirigidas foram feitas na região codificante do 
domínio FHA de Rv1747, com o objetivo de emular diferentes estados de fosforilação e avaliar 
mudanças conformacionais mediadas por esta modificação. Foram construídos 3 mutantes de 
FHA: FHA_T152E, FHA_T210E e o mutante duplo FHA_T152E/T210E. Para mutação do resíduo 
T152 foram utilizados os oligonucleotídeos FHA_T152E_Fr_TCCACCGGCCgaaACCCGGATAC e 
FHA_T152E_Rv AGCTGTTGTAGCTGGCCG, e para mutação do resíduo T210 foram utilizados os 
oligos FHA_T210E_Fr AAACCTCGCGgaaTCGATGATGAAGATCCTGCG e FHA_T210E_Rv 
CCCGCCTCAGTTCCGCCG . O plasmídeo recombinante contendo o domínio selvagem (FHA_wt) 
foi usado como molde  (pOP3BP_FHA_wt) e as mutações foram inseridas de acordo com as 
instruções do Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit, da New England BioLabs, EUA. As 
modificações foram conferidas por sequenciamento do DNA 100. 
Reagente Volume 
Tampão 10X 2,5 
DMSO 100% 1,25 
MgCl2 50 mM 0,5 
dNTP Mix 10 mM 0,5 
Primer F 10 uM 1 
Primer R 10 uM 1 
Taq Dna Polimerase / 5U/uL 0,25 
DNA Genômico/ 100ng 1 
H2O Milli Q até 25 µl 
Condições de amplificação: 95 °C * 5 min + 35  (95°C * 45 seg + 58 °C * 55 seg + 72° C * 1:30 min) + 72 °C * 7 
min + 4 °C α 
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3.4  Análise da expressão e solubilidade 
  Realizaram-se as análises de expressão e solubilidade das proteínas/domínios com 
variações nas temperaturas de indução e linhagens celulares, conforme apresentado no 
ANEXO, Tabela A2. Durante o desenvolvimento desses testes foram mantidas constantes a 
concentração do indutor IPTG (0.25 mM para PknF, 1 mM para a expressão por domínios de 
Rv1747, no caso do transportador completo houve variações), o volume do meio (5 ml para 
FHA, ATPase e cPknF e 500 ml para os domínios da permease), e a agitação (200 rpm) os 
detalhes destes ensaios podem ser vistos na tabela A2 do anexo.  
 
3.5 Purificação dos domínios proteicos 
  A extração das proteínas da fração solúvel foi realizada com tampão de lise contendo 
100 mM Tris-HCl pH 8.0, 5% Glicerol, 500 mM NaCl, 1 mM PMSF e 10 mM Imidazol segundo o 
manual da Qiagen/GE. A purificação dos domínios proteicos foi realizada por cromatografia 
de afinidade a metal imobilizado (IMAC) em coluna Histrap de 5 mL (GE) no aparelho AKTA 
FPLC (GE), seguida de cromatografia de exclusão molecular (SEC) na coluna HiLoad Superdex 
200 pg 10/600 (GE) em buffer GF  o qual consiste em  100 mM Tris-HCl pH 8.0, 5% Glicerol e 
100 mM NaCl. Em seguida, as amostras foram tratadas overnight com as proteases 3C e TEV 
para clivagem das proteínas fusionadas (GB1 para FHA e GST pra cPknF) e a HisTag da 
extremidade N-terminal. Depois da clivagem, as amostras foram sumetidas a cromatografia 
de exclusão molecular para separar o domínio de interesse da proteína de fusão (na amostra 
de cPknF, foi feita uma nova IMAC antes da SEC). Finalmente, todas as amostras foram 
aplicadas em SDS-PAGE 12%. No caso do domínio insolúvel ATPase, este também foi 
purificado por afinidade segundo o protocolo descrito, só que sua recuperação foi feita a partir 
da solubilização do pellet obtido durante a lises com tampão de lise contendo 8M de uréia, 
segundo o protocolos  de re-enovelamento anteriormente  descritos 101–105.  
 
3.6 Identificação de proteínas por Western Blotting 
Para detectar os domínios de interesse nas diferentes etapas de produção realizou-se 
ensaio de western blot utilizando o anticorpo primário, anti-Histidina (GE # 10734367) na 
dilução 1: 20.000 e anticorpo secundário (camundongo), conjugado anti-IgG-fosfatase (Sigma 
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# AP112A ) 1: 30.000. O protocolo seguido foi o descrito em Sambrook 99. Brevemente, as 
proteínas foram separadas por corrida electroforética por SDS-PAGE e transferidas para 
membranas de PVDF (Millipore) a 100 V durante 30 minutos no tampão de transferência TBS 
pH 7,4. O bloqueio da membrana foi feito incubando a membrana com tampão  TBS contendo 
0.05% de Tween 20 (TBST) durante 18 horas a temperatura ambiente e agitação leve. 
Seguidamente, foi adicionada a solução do anticorpo primario e incubado durante 90 minutos 
a temperatura ambiente. Depois disso, a membrana foi lavada 5 vezes com TBST e enseguida 
adicionado o anticorpo secundário por 1 hora seguido de mais 5 lavagens. Finalmente a 
revelação foi feita por incubação durante 10 minutos com o substrato da fosfatase alcalina ( 
0.02% BCIP e 0.03% NBT) (Sigma) em solução reveladora ((100 mM Tris-HCl pH 9.5, 100 mM 
NaCl, 5 mM MgCl2). A reação foi detenida com EDTA 5mM.      
 
3.7 Avaliação da estabilidade térmica por fluorimetria de varredura diferencial (DFS, por 
suas siglas em inglês)  
Esta técnica foi utilizada para avaliar a estabilidade térmica e o correto enovelamento 
das proteínas em estudo, baseados na fluorescência emitida pelo corante Sypro Orange 
conforme a estabilidade da estrutura terciária. A reação foi composta das proteínas na 
concentração de 2.5 μM e 5x de Sypro Orange no tampão GF. As amostras foram adicionadas 
em placas Hard-Shell de 96 poços seladas com Micro B e analisadas no equipamento CFX96 
Touch™ Real-Time PCR Detection System da Bio Rad, com dados coletados inicialmente a 
temperatura ambiente (20oC), com acréscimo de 0.5°C até alcançar 90°C com permanência 
de 30 segundos entre cada ponto. A temperatura média de desenovelamento ou melting (Tm) 
foi determinada pelo software Bio-Rad CFX Manager aplicando o algoritmo –d (RFU)/dT, onde  
RFU são as unidades de fluorescência relativa e T a temperatura. Os dados foram analisados 
e tratados no programa OriginPro 8 106. Um ensaio adicional para cPknF foi realizado na 
presença da biblioteca de compostos da SGC para escolher aqueles que mais estabilizaram a 
molécula e usá-los em ensaios de cristalografia. Neste caso foram usados 0.1 µL de cada 






3.8 Ensaio de atividade quinase e espectrometria de massas  
A atividade quinase das proteínas foi avaliada in vitro mediante reacção de fosforilação 
e confirmada por análise de espectrometria de massa intacta, considerando que cada grupo 
fosfato adicionou aproximadamente 80 Daltons na massa molecular das proteínas. As análises 
foram realizadas no Serviço de Proteômica do Laboratório Central de Tecnologias de Alto 
Desempenho em Ciências da Vida (LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP, 
Campinas, SP) no equipamento LC-MS/MS acoplado a espectrômetro de massas com um 
analisador de tempo de voo quadrupolo (QTof) modelo Waters XEVO G2 XS, equipado com 
um fonte de ionização do tipo ESI. 1µL de cada amostra purificada de cPknF, FHA e cPknF + 
FHA_wt em concentrações de 3 µM foram submetidos à análise de espectrometria de massa 
intacta antes e após a reação de fosforilação in vitro em tampão contendo Tris-HCl pH 8,0 100 
mM, NaCl 100 mM , DTT 1 mM, EDTA 5 mM, MgCl2 5 mM e ATP 5 mM, incubados durante 30 
minutos à temperatura ambiente. 
 
3.9 Dicroísmo Circular (CD)  
Ensaios de CD foram realizados com as proteínas nas concentrações de 5 μM de 
proteína na faixa de 190 a 260 nm no espectropolarímetro Jasco J-810 (JASCO, Easton, MD 
USA), no Laboratório de Biotecnologia do Instituto Butantã da Universidade de São Paulo. Os 
dados foram coletados com uma varredura de 50 nm/min com 20 acumulações para a 
amostra e 10 acumulações para o tampão. Os espectros de CD e estimação da composição de 
estruturas  secundárias para cada amostra foram obtidos usando o servidor on-line CAPITO 
107.  
 
3.10 Fluorescência intrínseca dos triptofanos  
Os ensaios de fluorescência foram realizados em colaboração com o Dr Gabriel Vignoli 
e Profa. Dra Maria Teresa Lamy, Instituto de Física da USP. Para cada proteína estudada, foi 
obtido o espetro de absorção de UV-visible com um espectrofotómetro de UV-visible (Varian 
Cary, Santa Clara, CA). Adicionalmente, o espectro de emissão de fluorescencia foi recuperado 
com um fluorímetro Varian Cary Eclipse, Santa Clara, CA. As amostras foram colocadas em 
cubetas de quarzo com um caminho óptico de 4 mm (10 x 4 mm) e os experimentos feitos a 
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20° Celsius, com 1 ml de amostra de proteína a 10µM no buffer GE. Os espectros de emisão 
foram obtidos usando um eixo de luz de excitação a 295 nm. Nenhuma correção do filtro 
interno foi necessária, pois o valor de absorbância a 295 nm foi menor que 0,1. Os dados foram 
graficados e analisados no software GraphPad Prism 6 108.  
 
3.11 Espalhamento de raios X a baixo ângulo (SAXS)  
Todos os experimentos de SAXS foram realizados em colaboração com a doutora 
Maximilia Frazão de Souza e o Prof. Cristiano Oliveira do Instituto de Física da USP. 
Experimentos de espalhamento de raios X a baixo ângulo foram realizadas em um 
equipamento laboratório-baseado Xenocs-Xeuss 2.0 operando com CuKα, =1.52 Å, radiação 
de uma fonte GENIX 3D com arranjo óptico do foco de feixe FOX 3D-Xenocs e dois conjuntos 
de fendas sem dispersão para colimação. Os dados SAXS foram realizados em amostras do 
tipo FHA_wt, FHA_T152E, FHA_T210E, FHA duplo mutante, o domínio quinase fosforilado de 
PknF (cPknF*) e não fosforilado (cPknF) da concentração nominal de amostras de 1.0, 0.6, 0.6, 
1.2, 1.0 e 1.7 mg / ml a 20 ° C, respectivamente para FHA e o domínio quinase de PknF. Os 
dados SAXS também foram registrados em amostras com as respetivas misturas de FHA_wt + 
cPknF e Fha_wt + cPknF * na razão molar de 1: 1, em concentração individual de proteína de 
0,5 mg/ml. Todas as amostras e cada tampão foram injetados em uma célula de baixo ruído 
Xenocs e tempo de exposição de 30 minutos para coletas de dados SAXS 2D gravadas em um 
detector Pilatus 300k de contagem de fótons a uma distância amostra-detector de 1,2 m, em 
um total de 3 quadros por amostra. As imagens de espalhamento isotrópico 2D foram 
submetidas à integração azimutal, resultando o perfil de intensidade 1D-SAXS como função 
do módulo do vetor momento de transferência (q) definido por 𝑞 = 4𝜋 𝑠𝑖𝑛(𝜃) /𝜆, onde 2θ é 
o ângulo de espalhamento. Posteriormente, o tratamento dos dados para o perfil 1D SAXS foi 
realizado com a subtração do tampão respectivamente para cada amostra; finalmente, os 
experimentos de SAXS de célula vazia e água realizados na mesma condição foram usados 
para determinar o perfil SAXS das amostras finais em escala absoluta. Todo o procedimento 
de tratamento dos dados foi realizado no pacote de programas SUPERSAXS (Oliveira e 
Pedersen, não publicado). Os perfis de dados SAXS foram ajustados usando o programa 
GNOM1 109, onde a função de distribuição de pares [𝑝(𝑟)] é calculada usando procedimentos 
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de Transformação Indireta de Fourier (IFT). O diâmetro máximo (𝐷𝑚𝑎𝑥) e o raio de rotação 
(𝑅𝑔) foram derivados dos resultados dos cálculos dos parâmetros 𝑝(𝑟) e GNOM. 
 
3.12 Modelagem estrutural de FHA e análise da dinâmica  
A investigação da orientação interdomínio do domínio FHA completo foi realizada 
usando o programa Método de Otimização de Ensemble (EOM por suas siglas em inglês), 
aplicando diferentes ferramentas da rotina do EOM 110. Primeiro, um pool aleatório de 10.000 
estruturas foram construídas para FHA-1 e FHA-2 (domínios 1 e 2, respectivamente) 
conectados por um longo Linker de 95 resíduos usando o programa RANCH com entrada da 
estrutura cristalina de FHA-1 (PDB 6CCD) e de NMR para FHA-2 (PDB 6CAH), sem incluir 
restrições de simetria. Posteriormente, o pool foi utilizado como entrada para o programa 
GAJOE selecionar um conjunto otimizado que melhor se ajustava aos dados de SAXS coletados 
nas amostras do FHA_wt e mutantes individualmente, usando o processo de configuração 
padrão da EOM para o método aplicado no algoritmo genético (GA). Os dados foram obtidos 
em colaboração com a doutora Maximilia Frazão de Souza e o Prof. Cristiano Oliveira do 
Instituto de Física da USP. 
 
3.13 Experimentos de calorimetria  
Experimentos de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) foram realizados também 
em colaboração com a doutora Maximilia Frazão de Souza e o Prof. Cristiano Oliveira, em 
amostras de FHA selvagem e mutantes (FHA_wt, FHA_T152E, FHA_T210E e duplo mutante) 
de concentrações nominais de  74 e 132 µM, respectivamente, ligando-se a cPknF* usando 
um MicroCal ITC200 (GE Healthcare) a 20°C. cPknF* a 18,5 e 15,0 µM em tampão GE foram 
acomodados na célula do calorímetro e a seringa foi preenchida com amostras de FHA no 
mesmo tampaõ. Os termogramas do ITC foram coletados em um total de 56 injeções com a 
primeira injeção da amostra de FHA de 0.1 µl, seguida de 0,7 µl para as demais injeções com 
um intervalo de 150 segundos entre cada uma. Experimentos de ITC foram realizadas para 
solução tampão de cPknF* com a mesma configuração para cada titulação de amostra de FHA, 
depois usadas como variação de entalpia de fundo para cada injeção de amostra de FHA 
respectivamente. O software Origin 7.0, fornecido pelo instrumento, foi utilizado para integrar 
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os picos do termograma e analisar o perfil final da calorimetria, assumindo uma ligação 
estequiométrica de N sitios com a mesma afinidade, onde foram determinadas a constante 
final de dissociação, 𝐾𝑑, entalpia de ligação (∆𝐻) e entropia (∆𝑆) 
111. 
 
3.14  Cristalografía de Raios X e resolução da estrutura cristalina do domínio quinase de 
PknF (cPknF) 
A amostra de cPknF (não fosforilada, analisada por espectrometria de massa) foi 
utilizada nos testes de cristalografia em colaboração com o Dr. Rafael Cougñago (Structural 
Genomics Center, UNICAMP) e os pesquisadores de pós-doutorado Jessica Takarada e Caio 
Vinicius . A cPknF recombinante foi concentrada a 14 mg/mL no tampão GF. Para aumentar a 
estabilidade da proteína e a probabilidade de obtenção de cristais, ensaios de cristalização 
também foram realizados com os inibidores competitivos de ATP de quinases humanas, JNJ-
7706621, IKK-16 e AZD 5438 (biblioteca do Structural Genomics Center, UNICAMP), numa 
concentração de 10 mM 100% DMSO, como também, ATP não hidrolisável nas mesmas 
concentrações dos inibidores;  por serem os compostos que mais estabilizaram a proteína nos 
ensaios de DFS.  
  Os compostos foram utilizados na razão molar 1: 6 proteína-composto em placas de 
96 poços para triagem com kits comerciais de cristalização de matriz esparsa (LFSG, HCS3 e 
SALT-RX2 (Molecular Dimension) por meio do processo de difusão de vapor em gota sentada. 
As placas foram incubadas em temperatura constante de 18oC. Os cristais de cPknF 
apareceram após três dias em algumas condições sendo a melhor com a cPknF na presença 
do inibidor IKK-16 em Citrato 0.1 M, pH 5.5, 200 mM de acetato de amônia, 30% (p/v) de 
polietilenoglicol (PEG) 4000. 
Todos os conjuntos de dados de difração foram alcançados com uma resolução 
máxima de 2,6 Å, coletada na linha de luz 24 ID-C da Advanced Photon Source (APS), por φ-
slicing (0,2°), e os dados reduzidos com o programa autoPROC 112 em colaboração com o Dr 
Andrew Albert Oliveira (LBEA). O programa BLEND foi usado para mixturar dois dos conjuntos 
de dados obtidos de cristais distintos 113. Phaser foi utilizado para substituição molecular (RM), 
usando o domínio quinase de PknI de Mtb (PDB 5m07) como molde 114. Modelos de edição 
significativos foram executados. ClustalW alinhou as sequências acessíveis de estruturas de 
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proteínas PDB homólogas. A modelagem da homologia realizada com o programa  MODELLER, 
juntamente com o alinhamento das estruturas existentes (PknA, PknB, PknE e PknI, rmsd = 
0.295), impulsionaram a remoção estratégica de loops flexíveis e ajudaram a estabelecer uma 
divisão lógica de subdomínios entre os módulos N-lóbulo e C-lóbulo para melhores soluções 
de RM e construção de modelos 90,115. 
Em todos os seus subdomínios específicos, o cPknF foi separado no módulo do lóbulo 
C, criando a pesquisa inicial. Após vários ciclos de modelagem no Coot e no autoBuild, a 
localização satisfatória dos outros dois módulos em ligação com o lóbulo-p validou nossa 
possível solução de RM (TFZ = 55,0, LLG = 6386) 116,117. O refinamento do espaço recíproco foi 
realizado por phenix.refine e BUSTER-TNT , suportados pelas restrições de ligantes que foram 
gerados por geometria e análise de coordenadas em Mogul 118–121. O MOLPROBITY avaliou a 
qualidade do modelo e as estatísticas de Ramachandran são relatadas na Tabela 4 122. O 
servidor da Web PISA 13 foi usado para o reconhecimento da área de contatos de superfície 
que está associada a várias subunidades, regiões hidrofóbicas ou polares 123. Outras medidas 




















4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Conservação do operon Rv1746/Rv1747 no complexo de MTBC e sua estrutura  
O gene rv1747 de Mtb é um único gene de 2598 pb que codifica os domínios FHA, NBD 
e TMD, de forma que o transportador apresenta uma conformação homodimérica com duas 
cadeias polipeptídicas 74. A presença de dois domínios FHA no extremo amino terminal, faz 
com que Rv1747 seja considerado um transportador ABC não canônico, tornando seu estudo 
muito interessante. É classificado no grupo dos transportadores ABC de função desconhecida. 
E considerado altamente semelhante à proteína branca da Drosophila melanogaster, uma 
proteína de membrana necessária para transportar os precursores do pigmento responsável 
pela cor dos olhos. Também é comparado com a NodI do Rhizobium e Bradyrhizobium, uma 
proteína envolvida no processo de nodulação devido à sua função de exportação de 
polissacarídeos 74. 
 A análise de conservação e busca de ortólogos evidencia que Rv1747 é altamente 
conservado em outras espécies de Mycobacterium, destacando as espécies M. canetti, M. 
marinum e M. ulcerans e os grupos M. kansasii, M. smegmatis e o complexo M. avium, todas 
especies patógenicas com exceção de M. smegmatis. De acordo com as análises de 
bioinformática, a região N-terminal do transportador apresenta 2 domínios FHA (aminoácidos 
1-320), seguido de um domínio NBD (aminoácidos 321-559) e um domínio transmembrana 
(de 560-865), formado por 6 ou 7 α-hélices, de acordo com a predições feitas por TOPCONS e 
TMHMM (Figura 7 A e B).  
 O modelo construído para Rv1747 apresentou 61% de cobertura, 19% de identidade e 
29% de similaridade de sequência com a estrutura do transportador de esterol humano 
utilizado como molde (Figura 8B) e mostra apenas as regiões TMD e NBD, uma vez que o 
transportador de esterol não possui domínios FHA (Figura 8A). Destaca-se, a presença da 
hélice de acoplamento (em azul), a qual permite a conexão entre os domínios TMD e NBD 
(Figura 8C), e que se localiza no modelo exatamente na posição prevista, o que corrobora a 
qualidade do modelo. Ainda, na Figura 4D, mostramos a estrutura do modelo de Rv1747 com 
seu potencial eletrostático, importante para definir regiões de atração aos substratos, 





Figura 7. Organização estrutural e conservação dos componentes do operon Mtb rv1746/rv1747. A. rv1746 e rv1747 
pertencem ao mesmo operon e codificam proteínas que são embebidas na membrana interna (PknF e Rv1747 
respectivamente), com domínios extra e intracelulares. B. Predição de hélices transmembranares e organização estrutural 
das proteínas, obtidas com o programa TOPCONS. A posição dos sítios de fosforilação em Rv1747 são indicados com 
asteriscos (*) e a quinase é mostrada como um dímero. TMD: domínios transmembranares, NBD: Domínios de ligação a 
nucleotídeos, FHA: domínios forkhead associados. C. Árvore filogenética de espécies de Mycobacterium que segregam em 
diferentes grupos e correlação com a presença dos genes pknF (rv1746) e rv1747, indicados como setas pequenas e grandes, 
respectivamente. A identidade da sequência de aminoácidos correspondente das proteínas codificadas está indicada ao lado 
das setas e corresponde a 100% de cobertura para todas as sequências. As setas sem cor indicam a ausência de sequências 
com semelhança significativa. A árvore filogenética foi baseada em RNA 16s de diferentes espécies de micobactérias. A 




 O resultado evidencia principalmente, uma região bastante positiva (em azul) na interface 
entre os TMDs e NBDs, que em exportadores estaria relacionada à entrada dos substratos, e uma 
região neutra (em cinza claro) no interior das TMDs, onde seria o sítio de ligação dos substratos.  
 
 
Figura 8. Modelo da estrutura tridimensional de Rv1747. A. Estrutura 3-dimensional do transportador ABC ABCG5/ABCG8, 
com as duas cadeias coloridas em azul e rosa respectivamente (PDB 5DO7). B. Modelo de Rv1747 obtido com o MODELLER 
baseado na homologia com a cadeia A do transportador ABC de esterol humano ABCG5/ABCG8 (PDB 5DO7). OS dos domínios 
FHA são mostrados só de forma ilustrativa. C. Apresentação da região TMD com suas 14 hélices-alfa em vermelho e rosa, 
respectivamente para cada cadeia, com destaque para as hélices de acoplamento (em azul). D. Caracterização do potencial 
eletrostático do putativo modelo. Azul: carga positiva, vermelho: carga negativa, cinza claro: regiões neutras.  
 
 Como mencionado, o transportador tem sido implicado principalmente em processos 
relacionados com a sínteses da parede celular, como exportação de lipo-oligossacarídeos e, 
recentemente, proposto como putativo exportador de mannosídeos de fosfatidil-mio-inositol 
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(PIM). Vale a pena dizer que o transportador também tem sua função associada à exportação de 
antibióticos 74,78,84, sendo estes caracterizados por alta hidrofobicidade, o que está de acordo com 
as características do bolsão. Rv1747 apresenta dois domínios regulatórios do tipo FHA, os quais 
consistem de motivos de reconhecimento de fosfopeptídeos, com tamanho entre 95 e 150 
aminoácidos e grande conservação desde bactérias até humanos 77. Apresentam 
especificidade por peptídeos que contêm fosfotreonina e são relacionados a um grande 
número de processos biológicos vitais como transdução de sinais, transcrição, regulação do 
ciclo celular e transporte de proteínas 50,68,78,79,84 . Estruturalmente, possuem uma região de 
50 a 75% de homologia que se organiza como beta-sanduíche de 11 fitas, relacionadas às 
interações específicas entre proteína-proteína dependentes de fosforilação. Em Rv1747, 
foram descritos como mediadores das interações com a quinase PknF e com a proteína de 
estresse universal Rv2623, ambas dependentes de fosforilação 50,68,79. No modelo realizado 
em nosso estudo, são apresentadas as principais carateristicas estruturais da construção 
estudada, correspondente aos domínios FHA-1 e FHA-2 unidos por un longo linker, 
apresentado em amarelho no modelo da figura 9C. Este linker contém os aminoácidos que 
são fosforilados por PknF, as T152 e T210 (esferas amarelas). Adicionalmente, e como é 
amplamente referido na literatura, estes domínios apresentam a região de ligação à pThr na 
zona apical do beta sanduíche, nas regiões das alças formadas por as fitas betas, a que 
apresenta resíduos altamente conservados e que estão envolvidos no reconhecimento do 
pThr. No modelo da figura 9 C são apresentados em esferas magenta e correspondem a N69, 
R33 e S47 em FHA-1 e R234, S243 e S270 em FHA-2. As mutações nestes resíduos por alaninas 
diminui drasticamente a fosforilação de Rv1747 mediada por PknF 77.  
  Neste estudo, havia a pretensão de se caracterizar o transportador completo, porém, 
após diversas tentativas de obtenção do mesmo e seus domínios separadamente, somente 
foi possível produzir de forma solúvel e estável, os domínios regulatórios FHA, com os quais 
iniciaram-se os diferentes ensaios estruturais, entre eles testes de cristalografia. Porém, no 
decorrer da pesquisa, no ano 2018 foram publicadas as estruturas tridimensionais destes 
domínios e apresentadas algumas informações estruturais. Nesta publicação, contudo, foram 
apresentadas apenas as estruturas de FHA-1 e FHA-2 isolados, sem o linker de conexão. Os 
autores mostraram que os domínios apresentam duas regiões bem enoveladas ricas em fitas 
betas e uma região desestruturada predominante em random coils na interface delas (Figura 
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9 A e B)80. Estas observações foram corroboradas por nossos ensaios de CD e as análises in 







Figura 9. Estruturas tridimensionais dos domínios FHA-1 (6CCD) e FHA-2 (6CAH) disponíveis no PDB e modelo completo 
(FHA) construído neste trabalho. A. Estrutura tridimensional do domínio FHA-1 de Rv 1747 (6CCD) resolvido por cristalografia 
de raios X. A estrutura do domínio consiste em 11 fitas beta. B. Estrutura tridimensional do domínio FHA-2 de Rv 1747 (6CAH) 
resolvido por RMN. O domínio FHA-2 tem 10 fitas betas, onde a fita β-2 de FHA-1 está ausente. C. Modelo estrutural 
construído neste trabalho. Os domínios FHA-1 e 2 são mostrados em cor laranja e ciano respetivamente, o linker que conecta 
os dois domínios é apresentado em amarelo com os resíduos T152 e T210 fosforilados por PknF e mutados neste trabalho 
apresentados em esferas amarelas também. Os resíduos descritos como envolvidos no reconhecimento do fosfoepítopo e 
altamente conservados dentro deste tipo de domínios são apresentados em esferas magentas.  
 
 A proteína PknF também apresenta alta conservação de sequência entre espécies do 
gênero Mycobacterium (Figura 7C). Surpreende a ampla distribuição do gene que codifica para 
esta proteína entre as diferentes espécies do gênero, nas quais supera 50% de identidade de 
aminoácidos (39 espécies) e evidencia sua importância nas funcões celulares destas bactérias. 
A organização estrutural de Mtb PknF pode ser assumida a partir da análise bioinformática e 
a comparação com as estruturas resolvidas de outros parálogos de Mtb, que indicam que o 
domínio citoplasmático quinase catalítico (cPknF) está conectado a um domínio sensor 
extracelular (ePknF) por uma hélice transmembranar que se estende no interior da 
membrana. O estado oligomérico dessa quinase não é conhecido, mas na literatura é 
amplamente proposta a dimerização como mecanismo de inibição e ativação das STPKs 
24,32,125.  
 As espécies do complexo MTBC também contêm 11 genes que codificam putativas 
quinases Ser/Thr das quais nove mostram organização estrutural semelhante, com domínios 
citoplasmáticos, TM e extracelulares. Em relação à cPknF, os domínios das quinases 
A B C 
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compartilham entre 28 a 54% de identidade da sequência de aminoácidos e cPknI é o paralógo 
mais próximo, embora outras quinases também foram capazes de fosforilar Rv1747, como 
PknB, PknD e PknE  49. Além dos domínios FHA de Rv1747, PknF também possui outros 
substratos putativos em Mtb, como a proteína Rv0020 e MtFabH 49,126. A comparação dos 
domínios extracelulares entre as nove quinases mostra baixa similaridade, sugerindo que elas 
podem ter funções diferentes no bacilo e que isso poderia determinar a especificidade do 
substrato/estímulo reconhecido por cada proteína . A porcentagem de identidade de 
sequência entre os domínios extracelulares dessas proteínas é de cerca de 20% ou menos, 
com exceção das identidades entre os domínios extracelulares de ePknA e ePknE e entre 
ePknE e ePknL, que é de 50% e entre ePknA e ePknI, 35%. No entanto, a região de cobertura 
entre essas duas últimas sequências é muito baixa, evidenciando que o valor de similaridade 
entre as mesmas tem pouca extensão. A identidade de sequência mais alta do domínio 
extracelular de PknF (ePknF) ocorre com a ePknA, que é de 25% com cobertura de 45%. ePknA 
tem sido predita como reguladora da forma celular e da síntese da parede 30, estabelecendo-
se mais uma associação entre PknF e estes processos importantes.  
 O domínio extraceluar das STPKs é considerado mais do que como um transmissor de 
mudançãs conformacionais através da membrana, como un regulador do domínio quinase 
intracelular já que reconhece o substrato/estímulo que funcionaria como sinal inicial na 
ativação destas proteínas por dimerização. Nesse sentido, é importante considerar as 
diferenças nesta região,  toda vez que isso poderia determinar sua especificidade por 
substratos/estímulos diferentes o que poderia determinar a seletividade funcional das 
mesmas127. En PknI, este domínio extracelular co-existe num equilibrio de moléculas 
monoméricas e diméricas  e é sugerido que a dimerização da proteína é induzida por seu 
domínio extracelular, o que impacta diretamente a atividade da proteína 128.     
 Finalmente, em um conjunto de espécies classificadas em diferentes grupos, o operon 
Rv1747/Rv1746 é altamente conservado no MTBC (as proteínas compartilham 100% da 
identidade da sequência de aminoácidos), grupo M. smegmatis, M. marinum, M. ulcerans, M. 
canettii, M. grupo kansasi e complexo M. avium (Figura 7C). Além do grupo M. smegmatis, 





4.2 Os domínios FHA de Rv 1747 e quinase de PknF foram obtidos na forma solúvel, estável 
e com atividade 
Foi possível obter clones do transportador e seus domínios nos vetores de expressão 
pOP3BP (FHA e ATPase), pOP5GT (ATPase), pET28a (FHA, ATPase e Permease), pKLC (Permease), 
pOPINE, pKLC, pWALDO-GFPd e pDD-GFP2 (gene inteiro, resultados não apresentados). Os 
resultados de expressão (ANEXO, Tabela A2) mostram que em sua maioria os domínios não foram 
expressos ou expressaram de forma insolúvel, com destaque para as construções dos domínios 
FHA e ATPase, a partir dos vetores pOP3BP e pOP5GT e células de E. coli BL21 (DE3), nos quais a 
expressão dos domínios  apresentaram-se de forma solúvel para FHA e insolúvel para ATPase 
(Figura 10A). Escolheu-se portanto, trabalhar com o domínio FHA, por ser expresso na forma 
solúvel, e com o domínio ATPase da construção pET28a_Atpase, para ensaios de purificação em 
presença de uréia e posterior re-enovelamento; contudo, devido à sua instabilidade não foi 
possível obter quantidade suficientes de proteína para os ensaios estruturais no final do processo 
de re-enovelamento (resultados não apresentados). Dessa forma focamos nos domínios FHA, 
iniciando com a purificação por cromatografia de afinidade, que evidenciou bandas de 
contaminação, ou degradação da proteína alvo (Figura 10B) (a massa molecular da FHA em fusão 
com GB1 e His-tag foi de aproximadamente 42,5 kDa) e como constatamos nos ensaios de 
espectrometria de massas, onde a massa molecular detectada para FHA foi de 33,357 Da e não 
33,515 Da como esperado, sugerindo a degradação da proteina no extremo amino ou carboxi 
terminal . Para eliminar contaminantes e a cauda de histidina, foram realizadas duas 
cromatografias de exclusão molecular, uma antes da digestão com a 3C protease e outra depois 
da clivagem, de forma a se obter somente o domínio FHA (FHA-1 e FHA-2 e linker) com uma massa 
molecular esperada de 33,5 kDa (Figura 10B, linha C).  
Além disso, foram obtidos três plasmídeos recombinantes carregando mutações pontuais nos 
resíduos de treonina descritos como fosforilados por PknF (T152 e T210). Os mutantes simulam 









Figura 10. Expressão e purificação dos domínios FHA e ATPase de Rv1747. A. Resultados dos testes de expressão e 
solubilidade dos domínios FHA e ATPase de Rv 1747. A. Análise de expressão de FHA_wt e ATPase em fusão com GB1  após 
indução por 2 horas em células E. coli BL21 (D3) a 37°C, com 1 mM de IPTG e 200 rpm. M: Padrão de massa molecular; T0: 
extratos não induzidos; T2: extratos induzidos; SOL: Fração solúvel; PEL: Fração insolúvel. B. Domínio FHA purificado após as 
duas etapas de purificação. M: marcador de peso molecular; 1 e 2: FHA selvagem fusionado com a proteína GB1 obtido por 
cromatografia de afinidade ao níquel (IMAC) e cromatografia de exclusão molecular, respectivamente. 3: FHA selvagem 
clivado com a protease 3C e usado para análises posteriores. Todos os mutantes produziram perfis exatamente semelhantes 
e não são mostrados. C. Western blott para detecção do domínio FHA purificado. 1: FHA em fusão com a proteína GB1 
(contendo His-Tag), 2 e 3: após clivagem com protease 3C (sem His-Tag). D . Dominío ATPase purificado por IMAC baixo 
condições desnaturantes em 8M de ureia. M: Marcador de massa molecular; 1: extrato não induzido (T0); 2: extrato induzido 
(T2) ; 3-8 frações obtidas durante a cromatografía de afinidade por elução com 250 mM de Imidazol no tampão de purificação.  
 
 No caso de PknF, foram obtidos os melhores resultados de podução com a construção 
no vetor pOP5GT a qual permitiu a adição de uma cauda de histidina de 8 aminoácidos em 
fusão com a proteína GST no extremo amino (aprox. 60 Kda é a massa molecular da construção 
completa), as quais puderam ser removidas pela clivagem com a protease TEV ficando só o 
domínio quinase com uma massa molecular de 32,818 Da como constatado pelo análise de 
espetrometria de massa intata (Figura 12A). Desse jeito, produziu-se em céulas de E. coli BL21 












A detecção bem-sucedida dos domínios proteícos produzidos neste estudo foi possível 
pelo uso do anticorpo comercial anti-histidina (GE, healtcare) no ensaio do western blotting 
como visto nas figuras 10C  e 11D, o qual reconhece a cauda de histidina fusionada ao extremo 
N terminal dos domínios proteicos. Uma vez clivadas as proteínas purificadas,  não é mais 
possível sua visualização na membrana de nitrocelulose ou na cromatografia de afinidade, 
constatando a remoção da proteína de fusão com a cauda de histidina de FHA e cPknF. 
A atividade da quinase cPknF foi verificada ainda por análise de espectrometria de 
massas. Mostrando que a proteína não fosforilada tem uma massa molecular de 32,818 Da 
(figura 12A) e que cPknF pode incorporar até 7 grupos fosfato em sua estrutura, como 
evidenciado pela detecção de um pico correspondente a uma massa molecular de 33,378 Da 
(figura 12B). Duran e colaboradores chegaram a reportar até 9 sítios de fosforilação para 
cPknF* com destaque para fosforilação das treoninas T173 e T175 da alça de ativação e dos 
Figura 11.  Produção de cPknF de Mtb. A. Análise de restrição dos clones de pOP5GT com fragmento cpknF. M: Padrão 
de DNA 1 Kb. 1: pOP5GT linearizado; 2: pOP5GT_PknF, após digestão com as endonucleases EcoRI e HindIII, liberando o 
fragmento correspondente ao cpknF de 911 pb. B. Análise de expressão do domínio cPknF em fusão com GST após 
indução overnight em células E. coli BL21 (D3) Star a 18 ° C, com 0,25 mM de IPTG e agitação de 200 rpm. 1: extratos não 
induzidos (T0); 2: extratos induzidos (T2); 3: fração solúvel; 4: fração insolúvel. C. Proteínas recombinantes purificadas 
após as duas etapas de purificação e clivagem com protease. M: marcador de peso molecular; 1: cPknF fundido com GST 
purificado por cromatografia de afinidade (massa esperada de 60 KDa); 2: cPknF após clivagem com TEV protease (no 
estado não fosforilado) com o GST removido (massa esperada de 32,8 KDa); 3: cPknF sem GST (massa esperada de 32,8 
KDa) no estado fosforilado (cPknF *). D. Ensaio de Western blotting para detecção de cPknF usando anticorpo anti-his-
tag (diluído 1: 20.000). 1: His8-tag_GST_cPknF após IMAC reconhecido pelo anticorpo anti-his-tag; 2: Amostra IMAC após 
clivagem da protease TEV. 3: proteína cPknF após clivagem e cromatografia de afinidade reversa. Como na segunda linha, 
não é possível observar a banda correspondente à proteína (tamanho esperado de 32,8 KDa), pois após a clivagem com 
TEV, a cauda de histidina foi removida.  
A B C D 
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resíduos T287 e S290 da região próxima à membrana. Ainda, os autores reportam que entre 
as quinases estudadas, PknF exibiu um complexo padrão de fosforilação, tanto pelo grau, 











Figura 12. Análise de espectrometria de massas após reação de fosforilação. A. Resultado da análise de massa intacta da 
amostra de cPknF, sem qualquer modificação pós-traducional, correspondente a 32.818 Da (pico mais alto observado no 
espectro) B. Espectro de massa da proteína cPknF após autofosforilação. As setas indicam: a massa intacta do cPknF (azul), 
os incrementos na massa molecular de cPknF de 80,80 Da (castanho), 321,19 Da (verde), 401,19 Da (roxa), 481,19 Da (laranja) 
e 560,59 Da (vermelho); sugerindo a incorporação de um, quatro, cinco, seis e sete grupos fosfato, respectivamente. C. FHA 
depois da reação de fosforilação durante 30 minutos a temperatura ambiente. A seta azul claro mostra o pico correspondente 
a massa intacta detectada para FHA (33,357 Da) a cual sugere degradação na região N o C terminal da proteína (massa 
esperada 33,515 Da). D. Espectro da amostra contendo o domínio FHA mais a porteína cPknF incubados na reação de 
fosforilação. Além dos picos detectados na amostra contendo só PknF, foi possível observar picos correspondentes a 
incrementos na massa de FHA de 158 e 237 Da, sugerindo a incorporação de dois e três grupos fosfatos na molécula (FHA).  
 
 No caso da amostra contendo o domínio FHA, foi determinada uma massa intacta de 
33,357 Da, não correspondente com a massa esperada para a construção de 33,515 Da, 
sugerindo a degradação da proteína, o qual é correspondente com o que foi observado 
durante os ensaios de expressão, purificação e detecção, onde era possível ver bandas 
correspondentes a proteínas com massa molecular muito próxima a FHA e com o mesmo 
comportamento durante a purificação que além foram reconhecidas pelo anticorpo anti-
histidina. Foram detetados dois picos adicionales aos vistos nas amostras individuais de PknF 
A B 
C D 
cPknF  cPknF após rx de fosforilação 
FHA após rx de fosforilação  FHA + cPknF após rx de fosforilação  
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e FHA, os quais coincidiram a incrementos na massa molecular detectada de FHA de 158 e 237 
Da, sugeriendo a fosforilação em dois e treis sítios da proteína (figura 12 C e D). Estudos 
anteriores reportam a fosforilação de FHA em dois treoninas da região do linker, as T152 e 
T210. Mas no estudo do Heinkel e colaboradores, são reportados até 5 sítios diferentes de 
fosforilação de FHA por PknF 80. Nenhuma atividade de autofosforilação foi detectada para 
FHA. 
 
4.3 Alterações estruturais secundárias e terciárias induzidas nos domínios cPknF e Rv1747-
FHA  
Os ensaios de CD realizados com as proteínas purificadas na SEC depois da clivagem na 
concentração de 5 µM, mostram que tanto os domínios FHA, quanto seus mutantes e a 
proteína PknF, apresentam um perfil característico de proteínas corretamente enoveladas. No 
caso de FHA, se observa um espectro característico de uma proteína com predominância de 
regiões não estruturadas (entre 65% e 67%), evidenciado pela presença de um pico 
proeminente ao redor dos 200 nm, e folhas-beta (entre 25% e 29%, pico ao redor de 216 nm). 
Os resultados são esperados para este tipo de domínios, cujo enovelamento característico é 
altamente conservado, e são condizentes com as estruturas tridimensionais depositadas 
(Figura 13A). De fato, os domínios FHA com estruturas depositadas possuem o característico 
motivo beta-sanduíche e regiões não estruturadas do tipo random coils 129,130. A comparação 
das análises de CD e do modelo construído com o linker, mostra regiões com alto conteúdo 
de fitas beta (11 em FHA-1 e 10 em FHA-2) e estruturas não enoveladas (24% e 76% 
respetivamente) (Figura 13D). Comparando as proporções destas estruturas em FHA de 
Rv1747 com domínios FHA de outras proteínas, pode-se verificar conservação dessas 
proporções dentro deste tipo de domínio. FHA-2 da proteína Rad53 de Saccharomyces 
cerevisiae apresenta 35% de folhas beta, 4% de alfa-hélices e 61% de regiões não enoveladas. 
FHA de Rv0020c de Mtb, exibe 43% de folhas beta e 57% de regiões não estruturadas. A 
proteína hipotética de Arabidopsis thaliana possui 32% de folhas beta e 68% de regiões não 
estruturadas. Além disso, o alinhamento de estruturas secundárias e terciárias, mostra que o 
enovelamento do domínio é altamente conservado embora exista uma baixa similaridade de 
sequência entre eles (resultados não apresentados). Neste sentido, é importante ver que, 
aparentemente, a fosforilação dos resíduos de treonina em FHA de Rv1747 não altera o 
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conteúdo de estruturas secundárias, já que como pode ser visto, tanto o domínio selvagem 

























              Figura 13. Avaliação das alterações na estrutura secundária e terciária do domínio FHA e da proteína cPknF. A. Espectro 
de dicroísmo circular para os domínios FHA (esquerda) e proteína PknF (direita). O espectro de CD para FHA e seus 
mutantes fosfomiméticos mostra o comportamento esperado para domínios com o tipico folding beta-sanduíche, que 
corresponde ao espectro de uma proteína desordenada (random coils) com uma grande magnitude em torno de 200 nm. 
A fosforilação não altera o perfil ou o conteúdo de estruturas secundárias no domínio proteico. No caso de PknF o perfil 
de estruturas secundárias nos estados fosforilada e não fosforilada medido por CD, mostran o espectro típico de uma 








proeminentes em 208 nm e 222 nm e um pico positivo próximo a 190 nm. O espectro permanece inalterado após a 
fosforilação da proteína, indicando que o conteúdo das estruturas secundárias é o mesmo em ambas as amostras B. Perfil 
de desnaturação térmica de FHA (esquerda) e PknF (direita) avaliada por DSF. Importância da fosforilação para a 
estabilidade térmica dos domínios FHA medida por DFS. Como pode ser visto após a fosforilação de uma ou ambas as 
treoninas, o domínio FHA sofre uma perda de sua estabilidade térmica evidenciada pela diminuição da temperatura de 
melting (Tm). Em PknF em geral, é evidente que a proteína fosforilada sofre uma diminuição na temperatura de melting 
em comparação com a proteína sem modificação. C. Extinção da fluorescência intrínseca de W tanto para FHA (esquerda) 
quanto para  PknF (direita). A fluorescência do domínio FHA é extinta quando ocorrem mutações pontuais que emulam 
diferentes estados de fosforilação, sugerindo que esse mecanismo causa alterações conformacionais em sua estrutura 
terciária. Em PknF também são evidentes as alterações estruturais baixo a fosforilação, medida por fluorescência intrínseca 
do triptofano, mostrando que a fosforilação da proteína causa as principais alterações conformacionais em PknF, 
evidenciando pelo quenching na intensidade da fluorescência emitida. D. Modelo estrutural dos domínios FHA (esquerda) 
indicando o posicionamento dos triptofanos (esferas magenta) e das treoninas fosforiladas por Pknf (esferas amarelas). No 
lado direito da figura é apresentada a estrutura de cPknF com sítios de fosforilação e posicionamento do triptofano. ATP, 
triptofano e fosfo-treonina são mostrados em barras ciano, magenta e amarelo, respectivamente. 
 
No caso do ensaio de fluorescência intrínseca de triptofanos é visto que o domínio FHA 
e os mutantes fosfomiméticos exibem a máxima emissão en torno de 340 nm  o que indica 
que esses resíduos estão muito expostos ao solvente, quando comparamos com a emissão  
máxima do triptofano em água (348 nm) 131. Isso é consistente com o modelo de estrutura 
tridimensional construído para FHA, onde pode ser visto que os triptofanos estão localizados 
na região do linker e com muita exposição ao solvente (figura 13D). Adicionalmente, o fato da 
emissão máxima não ter mudado significativamente de comprimento de onda (para maiores 
ou menores valores) nos mutantes fosfomiméticos indica que a polaridade do domínio FHA 
não muda como consequência da emulação da fosforilação,  isso é que estas mutações não 
provocan mudanças em relação à accesibilidade das moléculas de solvente na região dos 
triptofanos o que sugiere que o quenching da fluorescência nos fosfomiméticos responderia 
a perda de energia por métodos não radiativos, ou seja, por ganho de flexibilidade na molécula 
132. Então, no caso de sofrerem mudanças conformacionais, essas mudanças não estariam 
afetando a exposição ao solvente na região do triptofano. 
Na literatura, são poucos os estudos que avaliam os efeitos estruturais e funcionais da 
fosforilação nas proteínas de bactérias, e de maneira específica nos domínios do tipo FHA. Por 
outro lado, é de conhecimento que a fosforilação de proteínas representa o principal método 
de modificação pós-traducional para promoção do reconhecimento proteína-proteína entre 
eucariotos e procariotos. Como visto em nosso estudo, a fosforilação de proteína geralmente 
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provoca mudanças conformacionais na proteína alvo ou gera sítios de união para domínios de 
ligação fosfoespecíficos que permitem a montagem  de complexos de sinalização 
multiproteicos 59. Em EmbR por exemplo, a fosforilação da proteína mediada por PknH 
melhora sua capacidade de união a região promotora dos genes embCAB. Na proteína GarA, 
a fosforilação da região N terminal do seu domínio FHA por PknG ou PknB promove a inibição 
da proteína e reprime a expressão das principais proteínas do ciclo do TCA 22,44. Em Rv1747 
foi visto que o efeito é contrário, de modulação positiva, como evidenciado pela atenuação 
do crescimento in vivo do mutante em resíduos T152A/T210A e da diminuição da interação 
com as proteína de estresse universal Rv2623 e a quinase PknF 77–79. Estes dados demostram 
a importância da fosforilação como mecanismo regulatório da atividade mediada pelas 
proteínas.   
No caso de cPknF, os resultados dos ensaios de CD mostraram o enovelamento 
característico de estrutura /, indicado pelos picos negativos em 208 e 222 nm. De fato, se 
comparamos seu espectro com a quinase cPknI de Mtb evidenciamos que é muito 
semelhante, um espetro característico para proteínas com abundante presença de hélices 
alfas e da mesma forma que para FHA, não existem alterações ao nível de estruturas 
secundárias em cPknF como conseqüência da fosforilação (Figura 13A). Mas similarmente aos 
dados de FHA, a proteína sofre alterações na sua estabilidade térmica, uma vez fosforilada 
(figura 13B) e a polaridade da região dos triptofanos, que também encontram-se muito 
expostos (como visto na figura 13D), não muda como consequência dessa modificação. A 
avaliação da estabilidade térmica de cPknF por DSF mostra uma redução de pelo menos 3oC 
no valor da Tm na amostra fosforilada (cPknF*) como visto na figura 13B. De acordo com esses 
dados, os resultados da análise de fluorescência revelaram que o cPknF sofre um apagamento 
gradual da fluorescência do triptofano após a fosforilação (Figura 13C) que sugere estar 
relacionado com maior flexibilidade.  
  Os resultados obtidos nos ensaios de fluorescência intrínseca dos triptofanos geraram 
nosso interesse por aplicar outras técnicas que permitem pesquisar mais detalhadamente as 
possíveis mudanças conformacionais que ocorrem nas proteínas de interesse como 
consequência da fosforilação. Decidiu-se realizar ensaios de espalhamento de raios-X a baixo 
ângulo (SAXS), calorimetria de titulação isotérmica (ITC) e cristalografía de raios-X para obter 
maiores informações estruturais do sistema.      
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4.4 Alterações estruturais induzidas por cPknF* nos domínios FHA: compactação dos 
domínios  
Os dados de SAXS foram utilizados para analisar o arranjo global de FHA em relação à 
conformação geral dos domínios FHA-1 e FHA-2 nos domínios FHA_wt e nos mutantes, PknF 
nos estados fosforilado (cPknF*) e não fosforilado (cPknF) e sua interação com  FHA (Figura 
14A a 14C, respectivamente). Os resultados da função de distribuição de pares p(r) para 
amostras de FHA mostram diferenças significativas da posição do segundo máximo presente 
no perfil p (r) de FHA_wt em comparação com os mutantes FHA_T152E e FHA_T152E/T212E. 
As curvas para esses mutantes exibem uma mudança para uma correlação de pares mais 
frequentes em uma distância menor, indicando uma orientação inter-domínio mais compacta. 
Por outro lado, o perfil p(r) de FHA_T210E é semelhante ao FHA_wt (ver figura 14A). Juntos, 
esses resultados mostram que a fosforilação em ambas as treoninas leva à interação dos 
domínios evidenciada pela sua compactação e sugerem um papel ativo do T152 nesse 
processo. Nossos dados estão de acordo com os resultados obtidos por Heinkel et al., quem 
observaram que ambos os domínios FHA (FHA-1 e FHA2-2) reconhecem fosfopeptídeos 
correspondentes aos locais de fosforilação de cPknF sem discriminação 80. O que é consistente 
com o fato de que a especificidade de reconhecimento do domínio FHA talvez seja direcionada 
mais para o resíduo pT+3 do que para o próprio pThr. Adicionalmente, é interessante verificar 
que no nosso estudo,  o efeito da fosforilação pontual dos resíduos foi avaliado no módulo 
regulatório completo e não em cada domínio individualmente como no artigo dos autores 
referidos. Heinkel et al observaram alterações mais proeminentes nos domínios individuais 
quando o sítio fosforilado era a T210 80. Nossos ensaios mostram que as maiores alterações 
são provocadas pela dupla fosforilação e com a fosforilação da T152, o qual pode estar 




Figura 14. Ajuste do perfil SAXS. Esquerda: perfis de intensidade experimental SAXS (símbolo) e resultados de ajuste usando 
o método IFT (linha). Direita: função de distribuição de pares, p(r), respectivamente para cada amostra ajustada. A. Dados 
SAXS para o domínio FHA_wt e os mutantes FHA_T152E, FHA_T210E, e FHA_T152E/T210E (mutante duplo). É possível 
observar as diferenças da posição do segundo máximo entre as amostras analizadas, com as posições para os mutantes 
FHA_T152E e FHA_T152E/T210E em uma distância menor. B. Dados SAXS para amostras de cPknF y cPknF*. Os perfis para 
ambas amostras são semelhantes com um máximo claro entorno de 30 Å. C. Dados SAXS para as amostras das misturas de 
FHA_wt e cPknF*, e FHA_wt e cPknF. Os perfis dos dados são muito semelhantes, mantendo o pico máximo común entorno 
de 30 Å visto para PknF. A amostra com a cPknF* apresenta o máximo mais definido. 
 
Para as amostras de PknF (Figura 14B), os perfis de p(r) mostram semelhanças entre 
ambas as amostras, fosforilada e não fosforilada, com um máximo claro em aproximadamente 
30 Å. A mistura de FHA_wt com cPknF nos diferentes estados (Figura 14C) mostra perfis 
distintos com um pico comum em torno de 30 Å. Os perfis p(r) de FHA_wt na presença de 
























































FHA_wt + cPknF*. A Tabela 3 mostra os parâmetros estruturais gerais: raio de giro (𝑅𝑔), 
distância máxima (𝐷𝑚𝑎𝑥) e intensidade em 𝑞 = 0 (para calcular o peso molecular 𝑀𝑊, obtido 
a partir da análise GNOM). No caso de amostras de FHA, conforme esperado pela observação 
do perfil p(r), os maiores valores de 𝑅𝑔 e 𝐷𝑚𝑎𝑥  correspondem a FHA_wt, cujo valor de 𝑀𝑊 
indicou um estado monomérico em solução para todas as amostras. Ainda, contrário  aos 
resultados obtidos por Heinkel e colaboradores cujos resultados sugerem a ocorrência de 
complexos intermoleculates quando o domínio é fosforilado como consequência do 
reconhecimento das fosfotreoninas 152/210 de uma molécula proteica por outra 80,81. Porém, 
é importante notar que estas diferenças observadas nos estados oligoméricos em ambos 
estudos podem estar relacionadas às diferenças nas concentrações das amostras utilizadas, 
no nosso caso 10X menor (30 µM).  Os valores mais baixos de 𝑅𝑔  e 𝐷𝑚𝑎𝑥  observados para os 
mutantes corroboram as observações anteriores de que a fosforilação tem uma função 
importante para aproximar os domínios com conseqüências adicionais para o transportador 
e a regulação.  
Os parâmetros estruturais para amostras de PknF a partir de dados SAXS, mostram um 
comportamento semelhante e indicam que cPknF* tende a estar em uma conformação mais 
compacta. Nas misturas de FHA_wt com as amostras de PknF, os valores de 𝑅𝑔  e 𝐷𝑚𝑎𝑥  são 













Tabela 3. Parâmetros estruturais do raio de giro 𝑅𝑔 , massa molecular (MW) e 𝐷𝑚𝑎𝑥   calculados a 
partir dos dados SAXS das amostras globais analisadas de FHA, PknF e a mistura FHA + PknF. 
Amostras 𝑹𝒈 (Å) MW (kDa) 𝑫𝒎𝒂𝒙 (Å) 
    
FHA    
WT 351 294 120 
T210E 330.8 283 110 
T152E 340.7 293 110 
T152E/T210E 280.7 293 94 
PknF    
cPknF* 270.3 323 78 
cPknF 281 301 90 
Misturas    
FHA_wt + cPknF* 380.5 566 115 
FHA_wt + cPknF 360.7 576 117 
 
 
4.5 Comparação entre o perfil teórico de SAXS do modelo cristalográfico e os dados 
experimentais cPknF - Estados de oligomerização 
 Usando o modelo estrutural completo de cPknF * como entrada para o programa 
Crysol 133, o perfil teórico de SAXS para o modelo de alta resolução foi calculado e comparado 
com os dados experimentais coletados para as amostras cPknF* e cPknF (Figura 15A). 
Observa-se que o modelo se enquadra no perfil SAXS. No entanto, para pequenos valores do 
módulo do vetor de espalhamento, q, temos uma indicação de possíveis arranjos oligoméricos 
da proteína em tamanho maior do que o monômero. Para observar a possível disposição dos 
monômeros na amostra, o programa OLIGOMER 134 foi usado nesta análise. Neste caso, uma 
mistura de monômeros e dímeros é assumida, aplicando os modelos de alta resolução de 
cPknF* (Figura 15B-D). Um bom acordo é obtido para as amostras = 5.6    
cPknF
2 = 1.7  
indicando uma mistura de dímeros e monômeros. 
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 Os dados de fração de volume que melhor se ajustam aos dados das amostras cPknF* 
e cPknF são compostos por 64% de dímeros e 36% de monômeros e 44% e 56%, 
respectivamente (Figura 15D). Uma vez que os dados de peso molecular apresentados na 
Tabela 3 indicam valores muito próximos do monômero, esses dados combinados podem 
estar descrevendo um sistema com uma pequena fração de dímeros em solução. 
 
 
Figura 15. Estados de oligomerização de cPknF* e cPknF obtidos a partir de dados SAXS. A. Superposição do perfil teórico 
de SAXS calculado usando o programa Crysol e os dados experimentais de amostras cPknF nos estados fosforilado e não 
fosforilado. B. Modelos tridimensionais do domínio quinase de PknF construído a partir da estrutura cristalina de cPknF, 
contendo os resíduos não modelados no modelo cristalino e usados para ajuste de dados. O monomérico (cartoon cinza e 
superfície) e dimérico (cartoon vermelho e superfície cinza) são mostrados em I e II, respectivamente. C. Perfis e ajuste 
obtidos com OLIGOMER. D. Gráfico da fração de volume de cPknF* e cPknF assumindo uma mistura de PknF* nos estados 






4.6 Avaliação da orientação entre os domínios FHA-1 e FHA-2 
  O método de otimização de ensemble (EOM) foi aplicado para investigar o efeito das 
mutações na orientação dos domínios FHA em comparação com o FHA Full-Lenght (FHA_wt) 
(Figura 16). A superposição da distribuição  𝑅𝑔 da orientação do pool aleatório dos domínios 
FHA e o conjunto selecionado pela EOM são mostrados na Figura 16B. A amostra do tipo 
selvagem mostra oscilação entre duas populações principais, nas quais  𝑅𝑔 está centrado em 
43 Å e 63 Å com  𝑅𝑔 = 56 Å para o melhor conjunto selecionado (Figura 16B). Por outro lado, 
a construção realizada para os mutantes individuais mostra que o FHA_T152E se tornou 
majoritariamente mais compacto com uma grande fração de conformes em 𝑅𝑔 = 35 Å e 
FHA_T210E apresentou uma mudança para um maior 𝑅𝑔 com 〈𝑅𝑔〉 = 59 Å. Esses dados 
sugerem que a fosforilação em T152 torna os domínios mais atraentes um para o outro, o que 
não é observado na fosforilação em T210. Diferentemente, os resultados obtidos para o 
mutante duplo revelaram um comportamento intermediário entre os mutantes únicos e o 
FHA_wt, representado por duas populações mais compactas em geral e uma conformação do 
conjunto com 〈𝑅𝑔〉 = 49 Å. Esses dados estão de acordo com o trabalho anterior que mostrou 
que o FHA-2 é menos estável e tem maior afinidade pelos peptídeoscontendo  p-Thr do que o 
FHA-1, o que pode explicar o comportamento do mutante FHA_T152E 80. No total, esses dados 
sugerem que a aproximação estrutural dos domínios é mais dependente da fosforilação em 
T152 do que em T210.  
Neste sentido, nossos estudos demonstraram que dos dois domínios regulatórios 
presentes no Rv1747, FHA-1 parece ter um papel mais relevante para a função 
transportadora, uma vez que quando resíduos conservados da superfície de união ao 
fosfopeptídeo são mutados nesse domínio, a fosforilação completa de Rv1747 é 
drasticamente diminuída pela quinase PknF (99%) e o crescimento da cepa mutante portadora 
do plasmídeo com essas mutações é atenuado em modelos in vivo. Em contraste, mutações 
nos resíduos conservados do domínio FHA-2 levam à uma redução de cerca de 60% da 




























Figura 16. Ajuste EOM e  distribuição do raio de rotação 𝑹𝒈 para modelos de FHA completa (FHA-1-linker-FHA-2). A. Ajuste 
EOM  para a construção de FHA Full lenght medida pelo experimento SAXS, assumindo uma flexibilidade intrínseca devido ao 
longo linker não estruturado entre os domínios. B. Distribuição do raio de rotação 𝑅𝑔 para modelos de FHA construídos 
aleatoriamente para FHA-1 e FHA-2 conectados por um longo linker aleatório de 98 resíduos, mostrado em linha sólida. Os 
modelos EOM selecionados do pool RANCH para ajustar-se ao perfil SAXS usando uma fração otimizada de modelos são 
mostrados no símbolo de barra para cada amostra analisada. Para cada amostra, os modelos representativos são mostrados 
em cartoon e o loop construído como representação de superfície. 
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Também tem sido mostrado que apenas o domínio FHA-1 é o responsável pela 
interação com a proteína de estresse universal Rv2623 e que o FHA-2 não interage com esta 
proteína79. Estes e outros resultados de estudos anteriores atribuem maior importância 
funcional ao domínio FHA-1 na atividade do transportador. Uma explicação para isso pode ser 
a flexibilidade do linker e a posição do pT152 neste. Desta forma, após a fosforilação neste 
resíduo as mudanças de carga podem levar ao direcionamento do linker para outras regiões, 
carregando o domínio FHA-1. A posição de T210 é muito próxima de FHA-2, o que daria menos 
flexibilidade ao linker.  
 
4.7 Afinidade de ligação entre FHA e cPknF: A fosforilação um mediador importante 
Experimentos de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) foram realizados para 
investigar a afinidade de cPknf * ao tipo selvagem e mutantes de FHA (Figura 17). A análise do 
perfil isotérmico em função do rádio molar de cada experimento realizado mostra um 
comportamento diferente, respectivamente para a titulação individual. Para descrever as 
curvas de ligação do ITC com os parâmetros termodinâmicos determinados, foi utilizado um 
modelo estequiométrico assumindo N como sitios individuais com a mesma afinidade de 
ligação (ver Figura 17B). A interação entre FHA_wt e cPknF* foi descrita por uma razão 
estequiométrica de 1: 1 𝑁 = 1 com uma constante de dissociação de equilíbrio 𝐾𝑑  de 
aproximadamente 0,4 µM, indicando uma maior afinidade da quinase por seu substrato 
quando não é fosforilado. De fato, observamos que a menor afinidade foi calculada entre 
cPknF* e o duplo mutante. Os resultados da interação de cPknF* com os diferentes mutantes 
de FHA mostraram uma ordem de magnitude menor na afinidade de ligação e provávelmente 
uma menor eficiência de interação, indicada por 𝑁 < 1. Estudos anteriores relataram a 
afinidade de reconhecimento entre os domínios FHA (separados) e peptídeos contendo as 
treoninas fosforiladas por PknF (T152 e T210), os quais foram determinados na faixa 
micromolar. Spivey et al, relataram afinidades para ambos os domínios FHA (FHA-1 e FHA-2) 
e peptídeos contendo as pT152 e pT210 em torno de 2 uM (sendo o valor mais baixo 1,6 e 2,0 
o mais alto). Heinkel et al, por sua vez, relataram as afinidades para ambos os domínios de 
forma individualizada para fosfopeptídeos contendo pT152 em condições experimentais 
semelhantes às nossas de 100 e 32 M respectivamente e para fosfopeptídeos de pT210 de 
560 e 23 M, respectivamente 77,80. Porém, este é o primeiro estudo que relata a afinidade da 
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interação entre os domínios FHA do Rv1747 e PknF e quantifica os efeitos da fosforilação em 
ambas as proteínas na interação. Neste sentido, é interessante que os diferentes estados de 
fosforilação no FHA alterem a afinidade por cPknF*, que mostrou preferência pelo T152. É 
possível levantar a hipótese de que, após a interação de cPknF* e FHA, o T152 seria o primeiro 
a ser fosforilado, induzindo alterações no potencial eletrostático do FHA-1 e na atração pelo 
FHA-2. Assim, não somente o estado de fosforilação do substrato repercute na afinidade de 
interação entre as proteínas, mas também a fosforilação da quinase. Como visto em estudos 
preliminares, a interação de PknF com os domínios FHA de Rv1747 é dependente da 
fosforilação de PknF. Nossos resultados de ITC com a quinase não fosforilada corroboram 
essas observações prévias. Neste estudo, os dados de ITC não mostram sinal de interação 
entre FHA e PknF não fosforilada  indicando que neste caso, não temos a formação do 













Figura 17. Afinidade de ligação de cPknF* para FHA selvagem e mutantes avaliados por calorimetria de titulação isotérmica 
(ITC). A. Perfis ITC de cPknF* e FHA_wt, FHA_T152E, FHA_T210E e FHA_T152E / T210E. B. Parâmetros termodinâmicos gerais 
do perfil ajustado de ITC de amostras FHA tituladas com cPknF*. O modelo assumido foi N de sítios de ligação de N de cPknF* 
e FHA com a mesma constante de dissociação de equilíbrio 𝐾𝑑  . C. Fusão de dados SAXS de FHA e cPknF isolados (símbolos 
vermelhos) e os dados SAXS registrados da amostra da mistura de FHA e cPknF (símbolos quadrados), para mostrar a não 
formação do complexo. D. Representação da afinidade de cPknF* para os  domínios FHA e correlação com raio de giro (Rg). 
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Neste estudo, mostramos que a quinase possui maior afinidade pelo estado de FHA 
sem fosforilar e tem maior preferência pela fosforilação de T152 do que T210. Isso pode 
explicar o mecanismo da oligomerização que ativa o transporte. Esses resultados estão de 
acordo com estudos anteriores, que mostram que a fosforilação do módulo FHA favorece o 
agrupamento de Rv1747 na membrana plasmática, com impacto na atividade de transporte 
ou no aumento das interações com outras proteínas, demonstrada pela sua interação com a 
proteína de estresse universal Rv2326 78,79,81.  
Em geral, nossos resultados mostram a importância da fosforilação de proteínas como 
uma modificação pós-traducional nas bácterias. Na medida em que não apenas altera a 
natureza química das próprias proteínas, mas também medeia alterações conformacionais 
que afetarão sua função biológica, ativando e desativando-as. Este trabalho é um dos poucos 
que mostram as bases estruturais das mudanças conformacionais causadas pela fosforilação 
nas proteínas dos procariontes, como observado para FHA e PknF, mas também como essa 
modificação pode alterar o reconhecimento proteína-proteína na célula bacteriana. Os 
resultados mostram como a fosforilação altera características importantes das proteínas, 
como estabilidade térmica, estrutura tridimensional e afinidade por parceiros de interação. 
Tanto no domínio FHA quanto na proteína PknF, a Tm diminui quando os dois domínios 
proteicos são fosforilados; na verdade, quando comparamos estes resultados com os da 
fluorescência do triptofano, podemos pensar que isso pode ser uma consequência da 
alteração sofrida na flexibilidade dessas proteínas quando fosforiladas. 
Adicionalmente, mostramos que o principal efeito dessa modificação está no nível da 
estrutura terciária uma vez que como visto na análise do CD, a composição das estruturas 
secundárias das proteínas avaliadas neste estudo não é alterada como consequência da 
fosforilação, mas estas sofrem mudanças conformacionais, que como vistas nos testes SAXS, 
estão mais relacionadas à compactação das moléculas. Complementando os resultados 
obtidos por Heinkel e colaboradores que mostraram que, uma vez que os domínios sofrem 
fosforilação pela proteína PknF, cada domínio reconhece de forma independente e indistinta 
os resíduos de pThr 152/210, mediando interações inter e intramoleculares, que como 
mostrado por nossos resultados comprovam a compactação do módulo regulatório e têm um 
impacto na atividade do transportador 77,80,81.  
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Neste sentido, alguns poucos exemplos do papel da fosforilação nas mudanças 
conformacionais e na função das proteínas bacterianas aparecem na literatura. Um deles 
poder ser visto durante a fosforilação do domínio N terminal (T116)  da proteína Rv0020c 
(FhaA) por PknB, onde não se apresenta interação com o seu domínio FHA e isto permite que 
não sejam induzidas alterações estruturais que provoquem sua auto-inibição, como visto em 
GarA 44.  
Por outro lado, em um estudo realizado com β-arrestina 1 e β-arrestina-2, em uma 
abordagem semelhante à nossa, mutantes emulando os diferentes estados de fosforilação da 
β-arrestina 1 e 2, foram avaliados os efeitos conformacionais dessas mutações usando a 
técnica HDX-MS. Dos mutantes produzidos, as mutações fosfo-miméticas T276D e S14D 
induziram mudanças no perfil de HDX em comparação com a proteína do tipo selvagem, 
sugerindo que o loop que abriga a mutação se tornou menos dinâmico ou menos exposto ao 
tampão. Resultados adicionais mostraram um efeito sinérgico nas alterações conformacionais 
em comparação com os estados de fosforilação únicos com fosforilação simultânea de S14 e 
T276. Curiosamente, os autores descobriram que as versões fosfomutadas das β-arrestinas 1 
e 2 mostraram uma afinidade pelo peptídeo correspondente ao receptor β2-adrenérgico mais 
semelhante à versão pré-ativada da proteína, e maior afinidade que as versões do tipo 
selvagem nos ensaios de ITC. Em testes celulares, eles também observaram uma maior 
interação basal do receptor com o fosfomutante S13D/T175D do que com o tipo selvagem da 
β-arrestina-1 135. Outro exemplo é visto nas quinases tipo MAP (proteínas mitógeno-ativadas), 
onde a fosforilação da T183 na alça de ativação induz uma mudança conformacional numa 
extensão C terminal, que expõe uma superficie hidrofóbica facilitando a formação de 
homodímeros, o qual é necessário para localização nuclear da enzima 136. No caso do receptor 
quinase de insulina (IRK), uma vez ativado pela fosforilação de três treoninas na alça de 
ativação, este se movimenta longe do centro catalítico e adota uma conformação que permite 
a união do substrato e a catálise. Mas, no estado não fosforilado se aproxima do centro ativo 
bloqueando a união tanto do nucleotídeo, como do peptídeo substrato136. O loop de ativação 
é uma região das quinases com maior capacidade de experimentar grandes mudanças 
conformacionais entre os estados ativo e inativo 137, o que permite pensar que as principais 




4.8 Determinação da estrutura e folding do domínio catalítico de PknF.  
A construção M1-Lys300, que consiste na ORF no domínio quinase de Mtb H37Rv PknF 
(cPknF) (Uniprot P9WI75) foi expressa em E. coli BL21 (DE3) Star e posteriormente obtido em 
forma cristalina. Tentativas extensivas foram feitas para coletar dados de cristal. 
Lamentavelmente, nenhum dos cristais atingiu uma alta resolução (apenas 2,6 Å) o que foi 
principalmente atribuído à alta flexibilidade dos loops catalíticos da proteína ativada. 
Atualmente, existem 5490 entradas de STPK no PDB resolvidas por cristalografia de raios-X, 
dentre as quais 31 são derivadas de sequências de Mtb H37Rv. Estruturas cristalinas foram 
determinadas para os domínios quinase de Mtb PknA, PknB, PknE, PknG e PknI, representando 
um total de 62 entradas 86. Tais entradas indicam numerosas regiões de fosforilação, 
modificação, áreas que mediam a formação de complexos e refletem estados tanto ativos 
quanto inativos em estruturas cristalinas determinadas anteriormente. Em comparação, o 
domínio quinase de PknF tem uma similaridade de resíduos de aminoácidos de 50% com 
cPknI, 42% com cPknB e 34% com cPknA. Condizente com esses dados, em um screening 
realizado com o domínio quinase, cPknB e cPknI se mostraram adequadas para substituição 
molecular. O domínio quinase não fosforilado de cPknF (confirmado por LC-MS/ MS) foi 
resolvido em associação com o inhibidor de quinases humanas IKK16. Foi realizado o método 
de  substituição molecular e a resolução foi de a 2.6 Å, usando as coordenadas estruturais de 
cPknI de Mtb (PDB 5m07), a qual compartilha 50% de identidade de sequência de 
aminoácidos. A tabela 4 mostra os dados de coleta e estatísticas do refinamento 
cristalográfico, que foram refinados até um Rfactor de 25.2% (28.9 % Rfree). Os cristais 
ortorrômbicos pertencentes ao grupo espacial P22121 apresentaram quatro moléculas na 
unidade assimétrica com um conteúdo de solvente de 50.7% (VM = 2,5 Å3 Da-1), de acordo 
com a análise do coeficiente de Matthews 138 (Figura 18A). A estrutura tridimensioanal de 
cPknF é semelhante as preditas SPTK com uma fenda profunda entre dois lobos que segue a 
topologia e a arquitetura bilobada das quinase tipo Hanks 36,139. O lobo amino terminal é mais 
pequenho que o C-terminal e consiste de uma folha beta torcida (β1-β6, resíduos 3-44 e 69-
96) com uma hélice αC parcialmente ordenada (resíduos 51-68), enquanto o lobo C-terminal 
mostra um feixe α-helicoidal. A fenda contém o sítio ativo, que compreende quatro fitas 
(β3/β4 e β7/β8) e o conservado e flexível loop P de quinases, que contém o motivo assinatura 
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de STPK, DFG (Figura 18 B e C). Essas anotações seguem a assinatura de estrutura secundária 
















Figura 18. Estrutura tridimensional do domínio cPknF de Mtb H37Rv. A. Quatro moléculas da unidade assimétrica 
organizadas em dois dímeros e mostradas como superfície; O inibidor IKK16 é mostrado como esferas vermelhas. B. Dímero 
cristalográfico de cPknF com interface back-to-back N-terminal. As duas moléculas são mostradas em cartoon em azul claro 
e verde e o inibidor IKK16 é representado em sticks amarelos cobertos com superfícies cinza e ciano, respectivamente para 
as cadeias A e B. C. Uma única molécula de cPknF com os lóbulos N e C-terminais em cartoon em amarelo e verde, 
respectivamente. O lóbulo N-terminal consiste em seis folhas β antiparalelas torcidas (β1-β6) e o C-terminal é um feixe de 
hélices alfa (C1-C6). O sítio ativo encontra-se na fenda entre os dois lobos, no qual está ligado o inibidor da quinase IKK16 
(superfície ciano e sticks rosa). A hélice αC- (azul) e o loop de ativação (vermelho) são estruturas secundárias importantes 
para a catálise. D. Vista próxima da localização do F160 entre a cadeia lateral do A64 (7 Å) e a cadeia principal do K41 (16 






Em média, 245 resíduos foram modelados por subunidade (Figura 18B). Cada dímero 
de cPknF forma uma interação back-to-back N-terminal, em que a área de superfície de 
contato foi calculada em 1066,8 Å2 pelo programa PISA. Esta interação envolve pelo menos 
17 resíduos que participam de quatro pontes de sal, dez ligações de hidrogênio e uma centena 
de outros contatos não ligados (Figura 18B). Todos as outras STPKs de Mtb com estruturas 
tridimensionais elucidadas estão disponíveis com empacotamento de homodímero cristalino 
que se distingue de estruturas eucarióticas homólogas. Portanto, o ajuste entre a porção N-
terminal de cada subunidade é criado por uma conexão rasa entre as folhas β2-β3, e que pode 
ser visto em Leu34 (XRLXR) posicionado no meio da hélice αC e o pacote de folhas beta amino-
terminal. Portanto, devido à alta complementaridade dos monômeros e dos estímulos que 
podem servir como vias para promover atos no parceiro vizinho, propõe-se que os STPKs 
possam funcionar como dímeros 140.  
Mesmo com a ligação do IKK-16, a alça de ativação na proteína não pôde ser 
controlado, e nenhuma densidade eletrônica pôde, portanto, ser detectada. Neste ponto, a 
estrutura de cPknF carece dos resíduos 21-23 (da alça rica em glicina β2-β3), 45-58 (αC-hélice), 
160-181 (alça de ativação) e 278-300 (C-terminal) devido a distúrbios de ligação ao ligante. O 
P-loop consiste em um motivo ativamente preservado (DFG) em todas as quinases STPK de 
Mtb depositadas em PDB (cPknA, cPknB, cPknE, cPknI). O Asp159 é responsável por ligar o íon 
magnésio durante a catálise, enquanto a ação F160 de DFG controla os três distintos estados 
de ativação dessas quinases na porção catalítica. De acordo com a última nomenclatura válida 
de quinase, podemos inferir que cPknF está no estado inativo (DFGin), onde a posição de F160 
para a αC-hélice é empacotada a 7 Å e 16 Å da posição de A64 e K41, respectivamente. F160 
gira para a zona de ligação nuclear e atinge a Lisina K41 quando o modo de ação é executado. 
Portanto, na presença do inibidor IKK16, a posição sugere que o sítio ativo é impedido de 
acessar o substrato, uma vez que a alça de ativação não está em contato com o sítio catalítico 













Comprimento de onda 0.9792 
Faixa de resolução  (Å) 92.3 - 2.7 (2.8 - 2.7) 
Grupo espacial P 2 21 21 
Célula unitária 53.9924 100.09 239.407 90 90 90 
Reflexões totais 470342 (45514) 
Reflexões únicas 36640 (3571) 
Multiplicidade 12.8 (12.7) 
Completeza (%) 99.96 (100.00) 
Média I/sigma(I) 8.55 (0.66) 
Fator Wilson Plot B 61.12 
R-merge 0.3893 (2.226) 
R-meas 0.407 (2.32) 
R-pim 0.1168 (0.6471) 
CC1/2 0.884 (0.656) 
CC* 0.969 (0.89) 
Reflexões usadas no refinamento 36630 (3571) 
Reflexões usadas  paraR-free 1846 (171) 
R-work 0.2521 (0.3673) 
R-free 0.2891 (0.3769) 
CC (work) 0.917 (0.683) 
CC (free) 0.878 (0.621) 
Átomos não hidrogênio 7221 
macro moléculas 6950 
  liganteso 105 
  solvente 166 
Resíduos de proteína 951 
RMS(bonds) 0.012 
RMS( ângulos ) 1.58 
Ramachandran favorecido (%) 97.27 
Ramachandran permitido (%) 2.73 
Ramachandran outliers (%) 0.00 
Rotamer outliers (%) 0.30 
Clashscore 3.55 
Média Factor B 68.09 
  Macro molécuas 68.02 
  ligantes 86.01 
  solvente 59.74 
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4.9 O sítio de ligação ao ATP de cPknF de Mtb 
O cPknF de Mtb foi resolvido em complexo com inibidor seletivo de quinases IkB (IKK) 
IKK16, que inibe a quinase-2 de repetição rica em leucina  (LRRK2) com um IC50 de 50 nM e foi 
planejado para o tratamento de pacientes com doença renal crônica (DRC), uma vez que 
atenua a disfunção de múltiplos órgãos em camundongos  e foi eficaz na prevenção da fibrose 
renal em um modelo animal de lesão renal grave; tornando-o um composto com potencial 
utilidade em uma terapia de combinada em pacientes com TB 141–143. Uma vez que pode não 
só alterar a fisiologia da bactéria ao inibir PknF, mas também pode ser explorado como um 
inibidor de quinases essenciais, como PknA e PknB.   
O cPknF conserva 13 resíduos idênticos presentes em 36 domínios únicos de quinases que 
compartilham pelo menos 30% de similaridade com a proteína PknF de Mtb. Sete deles estão 
relacionados à catálise de ATP (Val26, Ala39, Lys41, Asp137, Asn142, Asp159, Pro160), 
enquanto os outros seis resíduos mantêm a estrutura terciária do lóbulo C-terminal (His129, 
Asp200, Pro187, Glu188, Pro217, Arg264) (Figura 19A). Para comparar os modos de ligação de 
IKK16 e ATP em cPknF, construímos um modelo molecular do domínio quinase contendo as 
estruturas secundárias não modeladas e encaixamos o ATP no sítio ativo (Figura 19B-II). Para 
a formação de uma caixa de 10 Å em torno do local, foram escolhidos os resíduos catalíticos 
K41, F91 e V26. O inibidor IKK16 encontra-se na entrada do sítio e interage hidrofobicamente 
com os resíduos Val26, Met89, Val104 e Ala158 (Figura 19B-I). O anel planar de benzotiofeno 
se estende profundamente dentro do sítio catalítico de cPknF, conectando o N1 do anel de 
pirimidina aos resíduos da cadeia principal da região de ligação do nucleotídeo (Val26, Met89, 
Phe91, Val92). Outros contatos polares são formados entre Thr95 e Ser99 com os anéis 
piperidina e pirrolidina, respectivamente. Ligações de hidrogênio convencionais realizadas 
com Thr95, Asp96 e Ser99 auxiliam na estabilização dos anéis de benzamida e piperidina. O 
ligante curiosamente assume uma interação intramolecular entre o tiofeno S1 e a benzamida 
centróide que reduz as interações polares ao repelir Asp159 na direção da hélice αC. Como 
resultado do movimento, a folha β4 do N-terminal se move em direção ao o loop de ativação, 
e o domínio da quinase, fica livre para manter uma ponte salina entre Lys41 e Asp159. 
Na ausência de uma conexão de ligação de nucleotídeo, o bolsão do sítio ativo é 
ocupado pela cadeia lateral F91, como um elemento regulador ativo e inativo. A modulação 
do T95 ou S99 pode servir como um biomarcador para a avaliação do bolsão catalítico após o 
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modo de ligação IKK16 no ponto de entrada. Nenhuma densidade eletrônica para um quarto 
IKK16 foi observada no sítio ativo da cadeia D, e por esta razão, a subunidade tem um desvio 
r.m.s.d. de 0.380 Å contra as outras subunidades. Considerando que a hélice αC entra em 
contato com a alça  de ativação e contribui substancialmente para a dimerização da interface 
back-to-back, hipotetizamos que IKK16 interfere empurrando D159 para longe, funcionando 
como uma barreira dobrável para as regiões funcionalmente importantes (DFG e hélice αC), 
como inferido do empacotamento do cristal ou, em vez disso, comprometeu a capacidade de 











Figura 19. O sítio ativo de Mtb cPknF em complexo com IKK16 e ATP e sítios de fosforilação. A. Resíduos conservados em 
cPknF em comparação com estruturas disponíveis de STPKs em PDB. Os dois lóbulos são coloridos em cinza (N) e azul (C). Os 
resíduos conservados são mostrados em sticks laranjas e a lista das STPK está ao lado. B. Estrutura tridimensional de cPknF 
com IKK16 (sticks amarelos) e ATP (sticks rosa). A estrutura tridimensional completa de cPknF foi modelada usando as 
coordenadas estruturais de Mtb cPknI e acoplada com ATP. Ambos os compostos ocupam o sítio ativo em diferentes regiões. 
(I) vista de perto do ATP no sítio ativo. O substrato está próximo ao motivo DFG. O ATP interage no sítio ativo em uma área 
fortemente polar que é extremamente importante para a transferência do fosfato gama para o T181. A ponte salina formada 
entre a cauda γ-fosfato do ATP e o K139 auxilia na transferência do grupo fosfato para o T181, que também está interagindo 
com o grupo por ligação de hidrogênio. O sítio catalítico mantém várias interações polares (D159, N142, K41) e não polares 
(V26, A39 e F91). (II) Vista aproximada do IKK16 na entrada do sítio ativo. As interações de hidrogênio feitas pelo inibidor 
estão centradas nas cadeias principais de V92, F91 e T95. C. Sítios de fosforilação do domínio quinase da enzima PknF. Os 





O modo da ligação do ATP encontrado no docking cPknF: ATP é comparável a cPknB, 
com conformações semelhantes de vários resíduos bem conservados nesta região em outras 
quinases de ligação ao ATP (estes incluem D127, K129 e Q132). O resíduo de lisina (K41) na 
fita β3 forma um par iônico com um ácido glutâmico presente na assinatura STPK DFG (D159). 
Esta lisina também contata os α-fosfatos de ATP e o oxigênio O1 da ribose, sugerindo que o 
par lisina-glutamato pode estar envolvido na estabilização ou protonação do produto ADP 
pela função ácido-base (Figura 19B-I). Na cauda de fosfato γ do ATP, um complexo semelhante 
se repete no contato de K139 e T181 com esse grupo fosfato, onde prevemos que a 
fosforilação de cPknF começa. A ponte salina formada entre o γ-fosfato do ATP e a K139 auxilia 
na transferência do grupo fosfato para o T181, que também está interagindo com o grupo por 
ligação de hidrogênio. Portanto, a posição da treonina e proximidade com o T178/T173/175 
no P-loop permite a transferência do grupo fosfato para o domínio FHA no transportador 
Rv1747. 
 
4.10 A hipótese de regulação do transportador Rv 1747 mediado pela fosforilação dos seus 
dominios FHA pela quinase PknF 
 Para entender como cPknF poderia interagir com os domínios FHA de Rv1747, as 
estruturas tridimensionais de FHA-1 (PDB 6CCD), FHA-2 (PDB 6CAH) e cPknF foram 
sobrepostas na estrutura de GarA em complexo com PknB (PDB 6I2P), seguidas do 
mapeamento dos resíduos envolvidos na interação (figura 20B). Os resíduos Thr93 e Asn117 
de GarA fazem contatos polares com o Gln172 de PknB, que está localizado próximo a pThr171 
(fosfotreonina). A sobreposição de FHA-1 e FHA-2 revela igualmente um Asn conservado na 
posição equivalente e um Leu em substituição a Thr93 (figura 20A e 20B). Além disso, os 
resíduos Arg33, Ser47 e His50 em FHA-1 são conservados em todos os domínios FHA de Mtb 
e localizados em posições que podem facilitar o reconhecimento da alça de ativação das 
quinases. A comparação da região da alça de ativação de cPknF com as outras STPK de Mtb 
mostra que existem três treoninas conservadas ou sítios de fosforilação que poderiam ser 
responsáveis pela transferência do grupo fosfato para os domínios FHA, incluindo T175 na 
mesma posição de pT171 de PknB (figura 20A). Um modelo da interação dos domínios cPknF 




Figura 20. Modelo esquemático da modulação da atividade do transportador Rv1747 por Mtb quinase PknF. A. Modo de 
ligação entre o domínio quinase de PknF (cPknF) (cartoon azul) e FHA-1/FHA-2. Depois de ser auto fosforilado (sticks de bola 
PO4-laranja e vermelho), (cartoons verde e ciano), a interação ocorre via treonina-o-fosforil pT173 (sticks azul celeste 
destacado com pontos), onde o grupo guanidil R59 (laranja) auxilia na organização do PO4 para o ataque nucleofílico de R33 
(FHA-1)/R234 (FHA-2) e a subsequente transição para S47 (FHA-1, verde)/S248 (FHA-2, ciano). O mesmo processo pode 
acontecer com H50, que imita a transferência em outra treonina de STPK. O envolvimento de muitos sítios de fosforilação na 
alça primária (alça p) aumenta o potencial do transportador para fosforilação. Todas as STPK de Mtb foram alinhadas 
sequencialmente e a alça p de cada uma delas é mostrada em clados. Uma organização chave foi recomendada por Khan, M. 
et. al., sugerindo a existência de cinco grupos por sua semelhança. Apenas cPknD e cPknF têm quatro sítios de fosforilato na 
alça p, embora em cPknF (pT178 e pT175) sejam expostos a interações do domínio FHA. B. O alinhamento sequencial de 
proteínas homólogas de FHA-1 e FHA-2 indica conservação dos sítios de reconhecimento R33, S47 e H50. Este mesmo grupo 
de identificação (SXXH) é encontrado em FhaA, FhaB, GarA, EmbR e EmbR2. C. Esquema do mecanismo de sinalização da 
transfosforilação de Rv1747. Aqui assumimos: a estrutura do dímero ocorre quando o substrato (magenta) é reconhecido na 
porção extracelular (triângulo verde) (etapa 1), que subsequentemente resulta na autofosforilação da quinase (etapa 2). Uma 
porção de FHA-1 atrai o cPknF ativo (etapa 3) para o estado Inward-facing (etapa 4). Modificações diretas decorrentes da 
fosfotransferência levam a uma transição do transportador do estado inward-facing ao estado outward-facing (etapas 4-5). 
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O envolvimento de muitos locais de fosforilação na alça de ativação pode aumentar o 
potencial de fosforilação e ativação da quinase. Desta forma, a quinase fosforilada assumiria 
um estado dimérico ativo que aumenta a afinidade para os domínios FHA, especificamente o 
domínio FHA-1 e T152, o que não é mostrado. Portanto, hipotetizamos que o linker entre FHA-
1 e FHA-2 cai no sítio ativo da enzima fosforilada e, dessa forma, a enzima é capaz de transferir 
o grupo fosfato para T152 primeiro e depois para T210. 
Baseados em resultados anteriores e os obtidos neste trabalho, foi formulada a 
hipótese da regulação do transportador por meio de sua fosforilação por cPknF*, conforme 
apresentado na figura 20C. A percepção de um estímulo externo pelo domínio extracelular de 
PknF (substrato, aumento do pH, etc.) (1), desencadearia mudanças conformacionais, 
autofosforilação e dimerização de PknF (conformação ativa) (2). Neste estado, PknF teria 
maior afinidade pelo transportador Rv1747 (3). A proteína ativa reconheceria os domínios 
regulatórios (FHA) do transportador Rv1747 em sua conformação de repouso (Inward-facing), 
ou seja, aberto para o citoplasma (3). Este reconhecimento seria dado pela interação da região 
de reconhecimento da pThr nos domínios FHA, que envolve os resíduos conservados da região 
apical de cada folha beta e, entre algumas outras, as treoninas fosforiladas T173, T175 e T181 
de cPknF. Consequentemente, os domínios são inicialmente fosforilados em T152 (3), o que 
faria com que FHA-1 e FHA-2 se aproximassem, causando uma mudança conformacional que 
permitiria a fosforilação da T210 (4). O posicionamento de T152 no meio do linker o torna 
mais flexível do que T210, que está próximo ao domínio FHA-2. Talvez essa flexibilidade seja 
importante para expor o resíduo para interação cPknF. Como consequência de ambas as 
fosforilações, FHA-1 e o FHA-2 assumem uma estrutura compacta mais próxima dos NBDs que 
poderia desencadear a atividade de transporte (4). Seguidamente, e com a hidrólise do ATP o 
transportador adquire a conformação final (outward-facing), permitindo a expulsão do 
substrato translocado pelo Rv1747 (5). De acordo com nossos resultados, a afinidade de cPknF 
para os domínios FHA-1/FHA-2 reduz após a dupla fosforilação e é esperado que a enzima se 
afaste do complexo. A função de PstP em relação ao complexo não está clara, mas é possível 
que tal proteína possua alguma atividade em relação à dissolução do complexo e na 
monomerização de PknF (6). A regulação da atividade de transporte por meio da fosforilação, 
como visto para Rv1747, é um fato até então desconhecido na superfamília de 
transportadores ABC, o que demostra a relevância do trabalho desenvolvido.  
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Esta situação é semelhante à observada em células de câncer de próstata resistentes 
a medicamentos. Nestas células, foi observado que a Ser/Thr quinase Pim-1 protege a célula 
cancerosa da apoptose induzida por drogas quimioterápicas. Pim-1 mostrou-se associada ao 
transportador BCRP/ABCG2, com o qual se co-localiza na membrana celular e induz a 
fosforilação da treonina 362. A fosforilação favore a multimerização do transportador na 
membrana e a resistência celular às drogas. Isto foi corroborado experimentalmente com o 
mutante fosfoablativo de BCRP/ABCG2 (T362A), cuja localização na membrana e atividade de 
resistência à drogas foi afetado. Este estudo sugere que a quinase Pim-1 protege a célula 
cancerosa da apoptose, pelo menos parcialmente,  por meio da regulação da bomba de efluxo 
de drogas BCRP/ABCG2 144. Em nosso estudo, um mecanismo similar foi proposto visando 
elucidar o papel da fosforilação de Rv1747 na regulação da atividade em Mtb, principalmente, 




















5. CONCLUSÕES  
• A produção recombinante das proteínas de membrana PknF e Rv 1747 por domínios 
individualizados produz melhores resultados do que a produção de proteínas 
completas, que geralmente não foram expressas ou expressaram de forma insolúvel; 
 
• A emulação da fosforilação por meio de mutações sítio dirigidas por resíduos de ácido 
glutâmico resultou em uma alternativa eficaz para mimetizar e avaliar os efeitos de 
fosforilação de proteínas e o estudo de alterações conformacionais; 
 
• A fosforilação dos domínios FHA de Rv1747 e quinase PknF causa alterações na 
estabilidade térmica, estrutura tridimensional e afinidade de interação de ambas as 
proteínas com impacto na função desenvolvida pelas proteínas em Mtb. 
 
• Os resultados de SAXS foram uma excelente abordagem para caracterizarmos as 
mudanças estruturais de proteínas em solução, bem como a avaliação dos seus 
estados oligoméricos e possíveis formações de complexos, de forma mais próxima ao 
fisiológico, guardadas as condições experimentais.  
 
• A estrutura tridimensional do domínio cPknF não é diferente do esperado, dada a 
conservação dessas proteínas, mas foi interessante a obtenção da mesma em 













 Este trabalho gerou um conjunto significativo de resultados que apresentam 
relevância para a compreensão do papel estrutural e funcional de um transportador 
importante para Mtb, principalmente durante o processo de infecção e interação com o 
macrófago. A associação de ensaios de SAXS, ITC, fluorescência, modelagem molecular, 
permitiu-nos compreender melhor a mecânica do processo de interação entre a quinase e o 
transportador, destacando o papel de domínios, regiões e proteínas que poderiam ser inibidas 
para contenção do microrganismo. Ainda, a resolução da estrutura da cPknF na presença de 
um inibidor abre perspectivas para exploração do mesmo ou de novas moléculas para o 
controle do microrganismo, que certamente serão exploradas pelo grupo.  
Outro ponto interessante, é a presença do domínio extracelular sensor na PknF, que 
como tal, teria uma relação direta com a função do transportador. Identificar qual ou quais 
moléculas podem interagir com o mesmo, ou mesmo quais fatores podem alterar a sua 
estrutura, pode diretamente indicar qual o substrato ou o “gatilho” para a atividade do 
transportador. Caracterizar a estrutura tri-dimensional deste domínio e avaliar a interação 
com os possíveis ligantes é uma perspectiva de grande interesse.  
Avaliar estruturalmente o complexo entre a quinase e o transportador, sua 
estequiometria e o papel da fosfatase é outro ponto a ser desmembrado. Estes estudos 
podem ser realizados por crio-microscopia eletrônica, cristalografia de raios X mas também 
por estudos de dinâmica molecular. Seria interessante caracterizar por simulações 
computacionais as alterações do transportador por completo, caracterizar a estrutura do 
domínio extracelular da quinase e sua interação com diferentes componentes de membrana 
ou mesmo ligantes. Ainda seria interessante conseguir o complexo FHA-cPknF ou mesmo, o 
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8.0 ANEXOS  
Tabela A1.Características das construções realizadas nesse trabalho. As massas moleculares foram obtidas com 































Rv1747_FULL 1-2598 2598 865 92.1 
FHA_wt 1 - 930 950 312 33.1 
FHA1-300 1 - 900 928 302 31.9 
FHA9-310 28 - 930 934 304 32.3 
FHA9-300 28 - 900 904 294 31.1 
ATPase 1- 1590 1590 530 56.47 
ATPase1-559 1 - 1677 1705 561 59.7 
Permease 1800 - 2598 798 266 28.3 
Quinase de PknF 1-900 911 299 32.82 
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Tabela A2. Resultados dos testes de expressão e solubilidade do transportador inteiro e dos domínios de 




de E. coli 
T (oC) Horas de 
indução 
SE I S 
pOPIN_N-GFP_Rv1747Full C41 (D3) 25 Overnight    
C43(D3)    
BL21(D3)    
LEMO 21(D3)    
pOPIN_E_C-GFP_Rv1747Full C41 (D3) 25 Overnight    
C43(D3)    
BL21(D3)    
LEMO 21(D3)    
pOPIN_N-His_Rv1747Full C41 (D3)      
C43(D3)    
BL21(D3) 25 Overnight    
pOPIN_C-His_Rv1747Full C41 (D3)  Overnight    
C43(D3)    
BL21(D3) 25    
pKLC_Rv1747Full LEMO 21(D3) 16 Overn    
25    
pWALDO_GFPd_Rv1747Full LEMO 21(D3) 16 Overnight 
Overnight 
   
25    










37 2      
 
28 
4     
6    
8   
18 Overnight    
C43 37 2    
4    
28 4    
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6    
LEMO 21 37 2    
28 4    
18 Overnight    
pOP3BP_FHA_WT BL21 (D3) 37 2    
pOP3BP_FHA1-300 BL21 (D3)    
pOP3BP_FHA9-310 BL21 (D3)    







37 2    
28 4    
18 Overnight    
LEMO 21 37 2    
28 4    
18 Overnight    
pOP3BP_ATPase1-559 BL21 (D3) 37 2    
pOP3BP_ATPase1-559 LEMO21(D3) 18 Overnight    
POP5GT_ATPase1-559 BL21(D3) 37 2    














28 4    
6   
8   
21 8   
Overnight   
18 Overnight   
C43(D3) 28 4    
6   
8   
21 8   
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Overnight   
18 Overnight   
ROSSETA 28 4    
6   
8   
21 8   
Overnight   
18 Overnight   
TUNNER 21 8    
Overnight    
18 Overnight    






    
   Overnight 
   
C41   
C43   
LEMO21   
ROSSETA   
ROSSETA   
C43   
 

















As cópias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, já publicados ou submetidos 
para publicação em revistas científicas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, que 
constam da minha Dissertação de Doutorado, intitulada: Caracterização estrutural e do 
transportador ABC Rv1747 de Mycobacterium tuberculosis: estudos sobre interação com a 
proteína PknF e alterações conformacionais”, não infringem os dispositivos da Lei nº 9.610/98, 
nem o direito autoral de qualquer editora. 
 




Nome do(a) autor(a): Sindy Paola Cabarca Barreto 
RNE: G194255H 
Assinatura:   
Nome do(a) orientador(a): Andrea Balan Fernandes 




Anexo A4. Certificado de Inseção da comissão de Ética 
 
